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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
7-AAD 7-Aminoaktinomicin D  
B-ALL B-celična akutna limfoblastna levkemija  
B-CLL B-celična kronična limfocitna levkemija 
CAR  himerni antigeni receptor (ang. Chimeric antigen receptor) 
CD  celični površinski označevalci, označevalci diferenciacije (ang. clusters of 
CD19  membranski glikoprotein, značilen za vse stadije razvoja limfocitov B razen 
plazmatk 
CD28  membranski glikoprotein, značilen za diferencirane CD4 in CD8 limfocite T 
CD3  T-celični koreceptor, značilen za vse limfocite T 
CD4  glikoproteinski koreceptor, značilen za celice pomagalke 
CD8  glikoproteinski koreceptor, značilen za celice ubijalke 
CRISPR/Cas9  gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (ang. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
differentiation) 
DMSO  dimetilsulfoksid  
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
ELISA  encimskoimunski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) 
Fc konstantni del molekule protitelesa, ki kristalizira (angl. fragment 
crystallizable)  
FCS   fetalni telečji serum (angl. fetal calf serum)  
FcγR   Fc gama receptor  
FITC   fluorescein izotiocianat (ang. fluorescein isothiocyanate) 
GFP  zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
HIV  virus človeške imunske pomanjkljivosti (ang. human immunodeficiency  
virus) 
ICOS   inducibilen kostimulator limfocitov T (ang. Inducible T-cell costimulator) 
IFN‐γ  interferon gama 
IgG   protitelesa razreda G 
IL-10  interlevkin-10 
IL-15  interlevkin-15 
IL-2  interlevkin 2 
IL-2  interlevkin-2 
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IL-4  interlevkin-4 
IL-6  interlevkin-6 
ITAM   imuno-tirozinski aktivacijski motivi (ang. immuno-tyrosine activation 
motifs)  
LTR  dolga ponavljajoča se zaporedja (ang. Long terminal repeats) 
MHC  poglavitni histokompatibilnostni kompleks (ang. Major histocompatibility 
complex) 
mRNA informacijska ribonukleinska kislina (ang. messenger ribonucleic acid) 
NHL  ne-Hodgkinov limfom 
PB  transpozaza »PiggyBack« 
PBMC  enojedrne celice periferne krvi (ang. peripheral blood mononuclear cell) 
PBS   fosfatni pufer s soljo (ang. phosphate – buffered saline)  
PCR  verižna reakcija z polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
scFv   enoverižni fragment variabilne domene protitelesa (ang. single chain 
T75 gojitvena posodica s površino 75 cm2 
TCR  T-celični receptor (ang. T cell receptor) 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Celična imunoterapija velja za eno najobetavnejših terapevtskih področij v razvoju 
(Guedan in sod., 2018). Poleti 2017 je bilo v ZDA za zdravljenje akutne limfoblastične 
levkemije registrirano prvo zdravilo, ki temelji na terapiji s pomočjo gensko modificiranih 
imunskih celic. Iz periferne krvi pridobljene imunske celice (predvsem limfociti T) se v 
laboratorijskih pogojih gensko spremeni z izražanjem molekulskih konstruktov z 
neposrednim ali posrednim terapevtskim učinkom. Ob vezavi imunske celice na antigen ali 
ligand ciljne celice, pa imunska lahko opravi svojo vlogo (odvisno od tipa imunske celice) 
(Pehlivan in sod., 2018). Potencialna uporabnost biotehnološko spremenjenih imunskih 
celic je zelo raznovrstna. Trenutno prevladuje razvoj tovrstnih terapevtikov za zdravljenje 
malignih bolezni (Guedan in sod., 2018). 
1.2 CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
Namen magistrske naloge je bila optimizacija metode elektrogenskega prenosa za vnos 
CAR konstruktov v humane PBMC in namnožitev ter karakterizacija uspešno 
transfeciranih celic. 
V prvem delu je bil cilj izolirati in okarakterizirati zamrznjene PBMC ter optimizirati 
pogoje aktivacije in pomnoževanja z uporabo protiteles. Nato smo z optimizacijo 
elektroporacije poskusili vzpostaviti primerne pogoje za genski prenos konstrukta CAR. V 
nadaljevanju smo tranfeciranim celicam dokazali prisotnost CAR in potrdili njihovo 
delovanje. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 Z elektrogenskim transferjem lahko v PBMC izrazimo molekulske konstrukte 
 Raven izražanja konstruktov lahko zaznamo v > 10% elektroporiranih celic 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ENOJEDRNE CELICE PERIFERNE KRVI  
Enojedrne celice periferne krvi (PBMC) predstavljajo vse celice, ki se nahajajo v 
perifernem krvnem obtoku in imajo jedro okrogle oblike. Sestavljajo jih limfociti (limfociti 
T, limfociti B in naravne celice ubijalke), monociti in dendritične celice. Sestava se 
razlikuje glede na posameznika in na njegovo fiziološko stanje. Tipično je delež limfocitov 
70 do 90 %, delež monocitov 10 do 20 %, dendritičnih celic pa največ do 2 % (Sen in sod., 
2018). Enojedrne celie periferne krvi se danes uporablja za namene tako bazičnih kot tudi 
kliničnih raziskav, ki vključujejo in vitro ter in vivo raziskave imunoloških procesov (npr. 
imunologija tumorjev) pa tudi razvoj cepiv, zdravilnih učinkovin in celičnih imunoterapij, 
pri katerih imajo glavno vlogo limfociti T (ATCC, 2016a).  
2.1.1 Limfociti T 
Limfociti T so celice, ki imajo pomembno vlogo pri celično posredovani imunosti. Od 
ostalih celic periferne krvi se razlikujejo predvsem po izražanju T celičnega receptorja 
(ang. T cell receptor, TCR) in z njim združenega celičnega označevalca CD3 (ang. cluster 
of differentiation 3). Delimo jih v dve osnovni skupini efektorskih celic, ki se poleg 
opravljanja različnih funkcij razlikujeta tudi po izraženih membranskih glikoproteinih 
(CD4/CD8). Celice pomagalke (CD4+) z izločanjem različnih citokinov pripomorejo pri 
diferenciaciji limfocitov B in aktivaciji ter pomnoževanju celic ubijalk ter makrofagov, 
celice ubijalke (CD8+) pa z izločanjem perforina in grancimov sprožijo apoptozo tarčnih 
celic (Delves in sod., 2011).  
Obe skupini vsebujeta še številne celične podvrste. Med njimi so naivni, spominski in 
regulatorni limfociti T, ki jih v nadaljne podskupine opredeljuje prisotnost določenih 
površinskih molekul. Naivni (neaktivirani) limfociti T so diferencirane antigen specifične 
celice, ki so prestale pozitivno in negativno selekcijo v priželjcu vendar se z antigenom še 
niso srečale. Ob vezavi na antigen se nato diferencirajo v efektorsko celico, del naivnih 
limfocitov T pa se po vezavi na antigen diferencira v spominske limfocite T. Ti se v telesu 
zadržijo več časa in njihova glavna naloga je diferenciacija v efektorsko celico ob 
ponovnem srečanju z antigenom. Poleg naivnih in spominskih pa imajo pomembno vlogo 
tudi regulatorni limfociti, ki s svojim imunosupresivnim delovanjem regulirajo delovanje 
in proliferacijo efektorskih (CD4+ in CD8+) celic (Ratajczak in sod., 2018). Zaradi svoje 
imunosupresivne funkcije lahko preprečijo antitumorsko delovanje efektorskih celic ter 
spodbujajo rast tumorja in so zato tarča različnih imunoterapij (Shitara in Nishikawa, 
2018).  
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2.1.2 Aktivacija limfocitov T 
Pri specifični aktivaciji limfocitov T imajo pomembno vlogo antigen predstavitvene celice, 
ki antigen obdelajo in predstavijo preko poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti ali 
MHC (ang. Major histocompatibility complex). MHC kompleks delimo na dva razreda, in 
sicer na razred I, ki ga izražajo vse celice v telesu (razen rdečih krvničk) in prepoznajo 
celice ubijalke ter na razred II, ki ga izražajo »profesionalne« antigen predstavitvene celice 
(dendritične celice, makrofagi in limfociti B) in prepoznajo celice pomagalke. Vezava 
TCR z MHC in antigenom sproži intracelularno signalno kaskado in aktivacijo 
transkripcijskih faktorjev, to pa vodi v transkripcijo genov za sintezo določenih citokinov 
in citolitičnih proteinov (Signal 1). Poleg vezave antigena na TCR je za uspešno aktivacijo 
in pomnoževanje celice potrebna tudi vezava kostimulatornih molekul, ki se nahajajo na 
površini antigen predstavitvenih celic (npr. CD80/CD86) in se vežejo na receptorje 
limfocitov T (npr. CD28) (Signal 2) (Delves in sod., 2011). 
V odsotnosti imunskega odgovora večino PBMC v krvnem obtoku predstavljajo naivni 
(neaktivirani) limfociti T, vendar je delež celic specifičnih za en sam antigen zelo majhen 
(Kleiveland, 2015). Zato se za In vitro stimulacijo limfocitov T uporablja mitogene, ki z 
vezavo na TCR ali CD3 označevalec sprožijo aktivacijo večjega deleža celic, neodvisno od 
njihove specifičnosti za antigen. Običajno se uporabljajo lektini, kot so fitohemaglutinin, 
konkavalin A in aglutinin. V uporabi pa so tudi protitelesa proti celičnima označevalcema 
CD3 in CD28. Vezava na CD3 označevalec simulira vezavo antigena na TCR in sproži 
aktivacijski signal 1, vezava na CD28 pa simulira vezavo kostimulatornih molekul in 
sproži aktivacijski signal 2 (Delves in sod., 2011). Ta način aktivacije je pomemben 
predvsem pri pomnoževanju nizkega števila avtolognih limfocitov T bolnikov za namene 
celične imunoterapije (Medvec in sod., 2017).  
2.2 IMUNOTERAPIJA S CAR-T 
Imunoterapija s CAR-T je vrsta t.i. adoptivne terapije, pri kateri se za zdravljenje rakavih 
obolenj uporablja gensko spremenjene avtologne (lastne) ali alogene (nelastne) limfocite 
T. Celice imajo lahko po izolaciji iz pacienta že naravno prisotno afiniteto do tumorskih 
antigenov (izolirane iz tumorske mase), lahko pa se jih gensko spreminja ex vivo tako, da 
to afiniteto pridobijo (Met in sod., 2019). Za namene CAR-T terapije se iz pacientove 
periferne krvi s pomočjo levkafereze izolira frakcija PBMC oz. njeno subpopulacijo 
limfocitov-T se jim s pomočjo različnih tehnik genske transformacije vstavi zapis za 
specifični himerni antigeni receptor (ang. Chimeric antigen receptor, CAR), da prepoznajo 
in uničijo specifične rakave celice. Modificirane celice se nato namnoži in vitro ter vrne v 
pacientov krvni obtok običajno po prestani indukcijski kemoterapiji (Miliotou in 
Papadopoulou, 2018).  
 
Komel T. Izražanje transgenov v enojedrnih celicah periferne krvi in njihova karakterizacija.    
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 4 
 
 
2.2.1 Struktura CAR molekule     
CAR je molekula, ki je zgrajena modularno in sicer jo sestavlja ekstracelularni antigen-
vezavni del, distančnik ali zglob, transmembranska domena in ena ali več intracelularnih 
domen za prenos aktivacijskih signalov. Glede na število intacelularnih domen ločimo 
receptorje na prvo, drugo in tretjo generacijo (Guedan in sod., 2018) (Slika 1).  
Del receptorja, ki prepozna epitope na antigenu predstavlja npr. fragment tipa sc-Fv (ang. 
Single-chain variable fragment), ki ga sestavljata variabilni del težke in lahke verige 
protitelesa povezana z kratkim peptidom. Fragment scFv predstavlja celotno mesto za 
vezavo antigena in s tem ohranja enako afiniteto in specifičnost kot izvorno protitelo 
(Sadelain in sod., 2013). Z uporabo fragmentov nižje afinitete pa je mogoče uravnavati 
selektivnost CAR-T celic in jih tako ciljno usmeriti proti tarčam z višjo koncentracijo 
antigena. Na ta način je mogoče razlikovati med zdravo in maligno celico, kjer je izražanje 
določenega antigena višje (Chmielewski in sod., 2004). Prednost tovrstnega  receptorja je 
ta, da za razliko od običajnih TCR ne potrebujejo prisotnosti antigen predstavitvenih celic 
in predhodne obdelave antigena ter predstavitev tega preko MHC kompleksa. Na ta način 
lahko prepoznajo tudi antigene lipidne in glikanske narave (Miliotou in Papadopoulou, 
2018). 
Razdalja med epitopom in površino tarčne celice lahko vpliva na sposobnost vezave 
antigena in tvorbe imunske sinapse ter posledično na aktivnost CAR-T celic (Sadelain in 
sod., 2013). Zato je med scFv fragmentom in transmembransko enoto s katero se receptor 
usidra v membrano, vstavljen distančnik oz. zglob (ang. hinge, slika). Dokazano je, da 
daljši zglobi povečajo fleksibilnost receptorja v smislu steričnih rotacij in omogočajo 
boljšo vezavo epitopov, ki so bližje membrani tarčne celice. Obratno pa krajši zglobi 
omogočajo boljšo vezavo epitopov, ki so od membrane bolj oddaljeni (Guest in sod., 
2005). Zglob običajno izvira iz protiteles razreda IgG, kateremu se nato dodaja mutirane 
domene CH2 in CH3 z namenom podaljšanja dolžine. Poleg zglobov, ki izhajajo iz 
protiteles se uporablja tudi zglobe, ki izhajajo iz molekul na površini limfocitov-T(CD8α 
ali CD28). Te se za razliko od CH2 domene ne vežejo na Fc gama receptor (FcγR), ki ga 
izražajo mieloidne in limfoidne progenitorske celice in tako preprečujejo nespecifično 
delovanje CAR celic (Hudecek in sod., 2015). 
Transmembranski del receptorja sestavlja hidrofobna α-vijačnica, katere glavna naloga je 
stabilizacija tako ekstra- kot intracelularnega dela receptorja. Transmembranski del lahko 
izhaja iz aktivacijske CD3 ali kostimulatornih CD4, CD8α ali CD28 domen (Guedan in 
sod., 2018). Poleg prej omenjenih domen je v uporabi tudi transmembranska domena 
kostimulatorja ICOS (ang. Inducible T-cell costimulator), vendar samo v kombinaciji s tem 
kostimulatorjem (Guedan in sod., 2018) Iz rezultatov predhodnih študij je tako razvidno, 
da je za uspešen prenos signala po prepoznavanju antigena in posledično aktivacijo 
transgenih limfocitov-T potrebna prava kombinacija trasmembranskega in intracelularnega 
dela (Morin in sod., 2015).  
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Pomembno vlogo pri aktivaciji limfocitov-T preko CAR ima veriga ζ CD3 signalne 
domene, ki vsebuje imuno-tirozinske aktivacijske motive (ang. immuno-tyrosine activation 
motifs, ITAM). Fosforilacija teh vzorcev preko tirozinske kinaze Lck (ang. lymphocyte-
specific protein tyrosine kinase) sproži aktivacijski signal 1 (Benmebarek in sod., 2019), 
kar simulira vezavo antigena na T-celični receptor. Poleg CD3-ζ domene (prva generacija 
CAR) je za učinkovito delovanje, pomnoževanje in daljšo obstojnost CAR-T celic 
pomemben tudi signal 2, ki ga posreduje t.i. kostimulatorna domena (druga generacija 
CAR) (Sadelain in sod., 2017) in simulira vezavo liganda na CD28 receptor. Ta lahko 
izvira iz CD28 družine (CD28 in ICOS) ali TNFR (ang. tumor necrosis factor receptor) 
družine (4-1BB, OX40 in CD27). Prva signalizira preko fosfatidilinozitol 3-kinazne ̶ 
protein kinazne B poti (PI3K ̶ Akt), druga pa preko TRAF proteinov, ki regulirajo T-
celično proliferacijo in diferenciacijo (Guedan in sod., 2018). Najpogosteje uporabljeni 
kostimulatorni domeni sta CD28 in 4-1BB, med sabo pa se razlikujeta po obstojnosti CAR-
T celic v telesu pacienta. Iz rezultatov predhodnih študij je razvidno, da pri uporabi CD28 
pride do hitrejše aktivacije, proliferacije in citolize vendar pa je obstojnost transgenih celic 
krajša. Za razliko od CD28 pa je pri 4-1BB aktivacija počasnejša vendar spodbuja 
mitohondrijsko generacijo in povišani oksidativni metabolizem, kar posledično vodi v 
večjo obstojnost (Zhao in sod., 2015; Guedan in sod., 2018 ). Različne kostimulatorne 
domene imajo tudi različne učinke glede na uporabljeno T-celično subpopulacijo. Domena 
ICOS tako podaljša obstojnost spominskim limfocitom T (CD4+) medtem ko 4-1BB 
podaljša obstojnost celicam ubijalkam (CD8+). Da bi ena vrsta receptorja lahko ustrezala 
celotni populaciji limfocitov-T je bila razvita tretja generacija CAR, kjer sta skupaj 
združene po dve kostimulacijski domeni, običajno ena iz vsake družine. Izbor pravega para 
domen je odvisen od afinitete scFv, vrste tumorskih celic, možnosti netarčnega delovanja 
in stopnje izraženosti antigena. Izražanje tretje generacije receptorjev je v primerjavi z 
drugo generacijo nižje vendar pa jo odlikujejo boljše efektorske funkcije (Guedan in sod., 
2018).   
 
Slika 1: Struktura in različice himernega antigenega receptorja (Met in sod., 2019). 
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2.2.2 CAR-T terapija rakavih obolenj 
Za zdravljenje refraktarne (ponavljajoče) B-celične akutne limfoblastne levkemije (B-
ALL) so v uporabi anti-CD19 CAR-T celice, ki specifično prepoznajo celični označevalec 
CD19. Trenutno sta pri FDA (ang. U. S. Food and Drug administration) in EMA (ang. 
European Medicines Agency) registrirana dva izdelka, ki sta tudi že v komercialni uporabi 
(Seimetz in sod., 2019). Označevalec CD19 je prisoten pri vseh linijah limfocitov B razen 
plazmatk (Delves in sod., 2011). Poleg zdravljenja B-ALL potekajo tudi klinične študije za 
zdravljenje ostalih B-celičnih malignih obolenj kot so ne-Hodgkinov limfom (NHL) in B-
celična kronična limfocitna levkemija (B-CLL) (Filley in sod., 2018). Pri teh boleznih je 
namreč izražanje celičnega označevalca CD19 pri tumorskih limfocitih B višje kot pri 
normalnih zato predstavlja optimalni tumorski označevalec (Wang in sod., 2012). Pri 
nekaterih primerih bolnikov pa je po zdravljenju s to terapijo prišlo do utišanja izražanja 
CD19 na tumorskih celicah. Trenutno zato potekajo klinične študije novih CAR, ki so 
usmerjeni proti drugim  potencialnim tumorskim označevalcem CD20, CD22, CD33, 
CD123 in CD138 (Mikkilineni in Kochenderfer, 2017; Shah in sod., 2019). 
Za uspešno terapijo je potrebna vzpostavitev pravega razmerja CAR+/CD4+ in 
CAR+/CD8+ celic ter njihovega odmerka, ki se razlikuje od tipa obolenja in fiziološkega 
stanja pacienta. Za zdravljenje B-ALL je bil tako uporabljen odmerek do 2 × 107 CD19 
CAR-T celic/kg v razmerju CD4:CD8=1:1, pri čemer je bila popolna remisija dosežena v 
94% primerov (Hay in Turtle, 2017).  
Najpogostejši stranski učinek terapije s CAR-T je sindrom sproščanja citokinov, ki je 
posledica sočasne aktivacije velikega števila limfocitov T (CD4+) s specifičnim antigenom 
in posledičnega sproščanja velikih koncentracij proinflamatornih citokinov (npr. IFN‐γ, 
IL‐6 in IL‐10). Glede na resnost sindroma je potem določeno zdravljenje stranskih 
učinkov. Poleg sindroma sproščanja citokinov so zabeleženi stranski učinki še različne 
nevrološke motnje, kot sta delirij in afazija ter aplazija (pomanjkanje) limfocitov B, ki se 
pojavi zaradi delovanja CAR+/CD8+ celic na vse CD19+ celice v telesu, vključno z 
zdravimi (Makita in sod., 2017).  
Poleg krvnih obolenj je razvoj CAR-T usmerjen tudi k terapiji čvrstih tumorjev. Vendar pa 
je terapija tovrstnih tumorjev problematična zaradi heterogenosti celic, ki ga sestavljajo, 
navzkrižnih reakcij, imunosupresivnega okolja in otežene migracije CAR-T celic na mesto 
tumorja. Za odpravljanje teh težav je bilo razvitih več različic receptorja, kot so inhibitorni 
CAR, bispecifični CAR, CAR usmerjen proti kemokinskemu receptorju tipa 4 in CAR-T 
celice z vgrajeno heparanazo. Kljub obetavnim rezultatom kliničnih študij, pa te različice 
niso dosegle takšnih odzivov na terapijo, kot različica anti-CD19 (Miliotou in 
Papadopoulou, 2018). 
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2.3 METODE VNOSA GENSKEGA MATERIALA 
Vnos genskih zapisov v celico je pomemben korak pri proizvodnji CAR-T celic. Metode 
vnosa morajo biti efektivne, varne, ponovljive in predvsem netoksične za celice (Rothe in 
sod., 2014). Metode lahko temeljijo na biološkem (virusne metode) ali na kemijskem oz. 
fizikalnem (ne-virusne metode) načinu vnosa transgenov v celico. Pri prvem načinu je 
potrebna uporaba virusnega vektorja z geni, ki omogočajo pakiranje transgena v virusno 
kapsido in kasnejšo transdukcijo, pri drugem načinu pa lahko v notranjost celice vnesemo 
golo DNA ali RNA. Glede na uporabljeno metodo je lahko ekspresija transgena trajna ali 
samo prehodna (Giacca, 2010).   
2.3.1 Virusne metode 
Prenos genskega materiala s pomočjo virusnih vektorjev imenujemo transdukcija. 
Uporabljeni vektorji so modificirani virusi, ki so jim med drugim odstranjeni tudi geni za 
samopomnoževanje (Štrukelj in Kos, 2007; Lundstrom, 2018). Za uporabo v klinične 
namene pa se mora varnost pred genotoksičnim in drugimi potencialno škodljivimi 
stranskimi učinki virusne insercije dokazovati v kliničnih študijah. Pri proizvodnji CAR-T 
celic so v uporabi predvsem vektorji iz družine retrovirusov (gama retrovirusni in 
lentivirusni vektorji). Uporaba retrovirusov je preverjena metoda za permanentno in 
stabilno integracijo transgena v genom limfocitov-T (Scholler in sod., 2012). Za družino 
retrovirusov je značilna reverzna transkripcija virusne RNA v dsDNA in integracijo te v 
genom gostiteljske celice s pomočjo integraze. Iz retrovirusnega genoma so odstranjeni 
geni env, gag in pol, ki se nahajajo med dvema LTR regijama. Ti omogočajo vezavo na 
gostiteljsko celico, sintezo virusne DNA in integracijo ter izgradnjo kapside, v tem 
zaporedju. Tako je omogočeno vstavljanje večjih konstruktov v virusni genom, vendar pa 
je na ta način onemogočeno pomnoževanje in integracija virusa. Zato se poleg vektorja z 
zapisom za transgen celicam v kulturo doda še pomožni vektor, ki te gene vsebuje (Anson 
2004). 
Za transdukcijo limfocitov-T s CAR konstruktom se danes za komercialne nameme in  
namene kliničnih študij največkrat uporablja lentivirusne vektorje, ki se bazirajo na 
humanem imunodeficientnem virusu (HIV). (Cornetta in sod., 2018; Levine in sod., 2016). 
V nasprotju z ostalimi retrovirusi lahko penetrirajo jedrno membrano in na ta način 
transducirajo tudi tiste celice, ki niso v mitozi. Poleg tega je dokazano, da lentivirusni 
vektorji v primerjavi z gama retrovirusnimi vgrajujejo konstrukte dlje od onkogenov, kar 
zmanjša možnost mutageneze (Levine in sod., 2016). Pomankljivosti te metode se kažejo 
predvsem v obsežnih in dragih postopkih testiranja biološke varnosti (Ni in sod., 2005).  
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2.3.2 Ne-virusne metode 
Ne-virusne metode prenosa genskega materiala delimo na fizikalne (elektroporacija, 
mikroporacija, sonoporacija, biolistika, idr.) in kemijske (lipofekcija, uporaba polimerov, 
kalcijevega fosfata, idr.) (Giacca, 2010). S pomočjo sočasne transfekcije želenega 
konstrukta in encima transpozaze (PiggyBack in SleapingBeauty), CRISPR/Cas9 (ang. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) ali drugih nukleaz pa lahko 
transgen tudi permanentno integriramo v gostiteljski genom (Zhao Y. in sod., 2006). 
2.3.2.1 Transpozaza PiggyBack (PB) 
Transpozon je plazmidu podoben krožni segment DNA, ki se prenaša s transpozicijo in 
lahko spreminja lokacijo po celotnem celičnem genomu (Zhao S. in sod., 2016).  PB je 
transpozicijski sistem sestavljen iz transpozonskega vektorja in vektorja z zapisom za 
encim transpozazo. Med transpozicijo PB transpozaza prepozna specifične terminalne 
obrnjene ponovitve (ang. Inverted terminal repeats, ITR), ki se nahajajo na obeh koncih 
transpozonskega vektorja in obdajajo gen namenjen inserciji v celični genom (Slika 2). Za 
uspešno transpozicijo sta potrebni dve transpozazi, ki režeta plazmid na mestu ITR, ter gen 
integrirata na naključna TTAA mesta v genomu (Zhao S. in sod., 2016). Na ta način lahko 
v genom gostitelja vnesemo konstrukte velikosti do 100 kb. Prednost transpozonskih 
sistemov pred virusno transdukcijo je predvsem večja varnost zaradi manjše 
genotoksičnosti povezane z insercijsko mutagenezo, nižja cena in sposobnost integracije 
veliko večjih konstruktov, pomanjkljivost pa predstavlja nižja stopnja insercije (Manuri in 
sod., 2010; Tipanee in sod., 2017). 
 
Slika 2: Mehanizem delovanja PiggyBack transpozicijskega sistema (Transposagen Biopharmaceuticals, 
2016). 
2.3.2.2  Elektrogenski transfer 
Elektroporacija je metoda s katero lahko s pomočjo električnega polja v celico dovedemo 
različne eksogene makromolekule, kot so DNA, RNA in proteini. Največkrat so 
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uporabljeni kvadratni pulzi dolžine od 100 µs do 50 ms in jakosti do 5 kV/cm (Mir, 2009). 
V najenostavnejšem modelu lahko membrano celice primerjamo s kondenzatorjem, 
natančneje z neprevodno dielektrično snovjo, ki ločuje prevodnika (Somiari in sod., 2000). 
V primeru membrane sta to zunanjost in notranjost (citosol) celice. Ko je celica oz. 
membrana celice izpostavljena električnemu polju se na nasprotnih straneh membrane 
nabereta nasprotna naboja in tako nastane ti. inducirani transmembranski potencial, ki je 
prisoten dokler je prisotno električno polje (Kotnik in sod., 2010). Inducirani potencial se 
prišteje mirovnemu potencialu, ki ob fizioloških pogojih znaša od -70 do -100 mV. Ko 
seštevek obeh potencialov preseže neko kritično vrednost (odvisna od tipa celice) pride do 
porušenja strukture dielektrika oz. strukturne preureditve lipidov v membrani. Sam 
mehanizem nastanka propustnosti membrane še ni bil eksperimentalno dokazan na primeru 
živih celic zato trenutno obstajata dve teoriji, ki ga opisujeta. Prva je teorija 
elektroporacije, ki zagovarja nastanek hidrofilnih por, druga pa teorija 
elektropermealizacije, ki zagovarja zgolj permeabilizacijo membrane preko oksidativne 
poškodbe membrane ali konformacijske spremembe membranskih proteinov, brez 
nastanka hidrofilnih por (Teissie in sod., 2005; Kotnik in sod., 2019). Električno polje ima 
poleg tega pomembno vlogo tudi pri prenosu nabitih molekul, kot je DNA v notranjost 
celice. DNA, ki je negativno nabita se namreč po izpostavitvi električnega polja s pomočjo 
elektroforetske sile giblje v smeri anode (pozitivni pol) in vstopa v celico na strani 
usmerjeni proti katodi (negativni pol) (Rosazza in sod.,2013). Za vstop DNA v notranjost 
celice sta možna dva načina, in sicer s translokacijo ali z elektroendocitozo. Način insercije 
je verjetno odvisen od uporabljenih elektroporacijskih pogojev (Pavlin in Kandušer,2015).  
Kljub temu, da je elektroporacija enostavna, varna in poceni metoda za generacijo CAR-T 
celic pa omejitve predstavljajo predvsem nizka viabilnost celic in posledično tudi nizka 
stopnja transfekcije (Lesueur in sod., 2016). Električno polje polje lahko namreč povzroči 
ireverzibilno permealizacijo celične membrane. Viabilnost je lahko tudi odvisna od tipa 
celic in narave konstrukta (toksičnosti), ki je vnešen v celice (Li in sod., 2002).   
 
Slika 3: Princip elektroporacije. A-celica v električnem polju med pozitivno in negativno elektrodo; B-
napetost na membrani celice ob izpostavitvi električnemu polju; C-membrana pred uspostavitvijo el. polja; 
D-membrana takoj po uspostavitvi el. polja, formacija pore; E-membrana celice po zaprtju pore (Du in sod., 
2018; Weaver in Chizmadzhev, 1996).  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Aparature in pripomočki 
 Brezprašna komora (Ehret) 
 Centrifuga s hlajenjem 5804 R (Eppendorf) 
 Celični inkubator HERAcell 150i (Thermo Fisher Scientific) 
 Elektroporator NEON Transfection system (Thermo Fisher Scientific) 
 Pretočni citometer FACS Aria I (BD Biosciences) 
 Pretočni citometer FACS Calibur (BD Biosciences) 
 Števna komora Bürker – Türk (Sigma) 
 Invertni mikroskop (Olympus) 
 Invertni fluorescenčni mikroskop s kamero Eclipse Ti – S (Nikon) 
 Inkubator (HERAtherm) 
 Spektrofotometer Sunrise (Tecan) 
 Spiralec plošč Hydroflex (Tecan) 
 Tehtnica (Exacta) 
 pH meter (Mettler Toledo) 
 Spektrofotometer BioPhotometer (Eppendorf) 
 Sterilna rezila (skalpel) 
 Sterilne škarje 
 Sterilne pincete 
 Sterilna gaza 
 Sterilen terilnik in pestilo 
 Petrijevke (60 mm) 
 Avtomatske pipete 
 15 in 50 ml centrifugirke (Sarstedt) 
 Plastične 5 ml centrifugirke 
 Pasteurjeve pipete 
 Serološke pipete 
 Kadička z ledom 
 Plošče s 24 vdolbinami (Corning) 
 Sterilna krovna stekelca (d = 12 mm) 
 Objektna stekla 
 Plošče s 6 vdolbinami (Thermo Fisher Scientific) 
 Obdelane gojitvene posodice površine 25 in 75 cm2 
 (Sarstedt) 
 Inokulacijske zanke 
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 Kivete (Eppendorf) 
 Plasmid Midi Kit (Qiagen) 
 Filter s porami premera 0,22 µm (Corning) 
 Filter s porami premera 0,4 µm (Corning) 
 Mikrotitrske plošče s 96 vdolbinami za test ELISA (Corning) 
3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
sterilna destilirana voda Braun 
nigrozin Sigma 
etanol (96 %)  Merck 
magnezijev klorid (MgCl2) Sigma 
PBS  ZTM 
DPBS Gibco 
FCS Sigma 
TMB  Thermo Fisher Scientific 
Sterilna destilirana voda Aqua B. Braun Braun 
Razkužilo Asepsol Pliva 
Agar Sigma 
Natrijev dihidrogen fosfat dihidrat (NaH2PO4x2H2O) Merck 
Natrijev hidrogen fosfat dihidrat (Na2HPO4x2H2O) Sigma 
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) Sigma 
EDTA Gibco 
Interlevkin-2 (IL-2) Miltenyi Biotech 
Interlevkin-15 (IL-15) Miltenyi Biotech 
Elektroporacijski pufer E2  Thermo Fisher Scientific 
Pufer T Thermo Fisher Scientific 
Barvilo 7-AAD Miltenyi Biotech 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih protiteles 
Protitelo Proizvajalec 
Humano protitelo (IgG) proti človeškemu CD3 
celičnemu označevalcu 
Miltenyi Biotech 
Humano protitelo (IgG) proti človeškemu CD28 
celičnemu označevalcu 
Miltenyi Biotech 
Mišje protitelo proti človeškemu CD3 celičnemu, 
konjugirano z APC-Vio770 
Miltenyi Biotech 
Kozje protitelo proti človeškemu IgG, konjugirano 
z Alexa Fluor 647 
Thermo Fisher Scientific 
Mišje protitelo proti človeškemu CD3, konjugirano 
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3.2 KONTROLA KVALITETE DNA 
Čistost in koncentracijo plazmidne DNA za transfekcijo smo preverili z merjenjem optične 
gostote (OD) na spektrofotometru (Eppendorf) pri valovnih dolžinah 230 nm, 260 nm in 
280 nm. Koncentracijo smo določili z merjenjem absorbance pri 260 nm, čistost pa z 
razmerjem absorbanc A260/A280 in A230/A260. Razmerje A260/A280 nam poda 
informacijo o kontaminaciji DNA s proteini, fenolom oz. snovmi, ki absorbirajo svetlobo 
pri 280 nm. Vrednosti razmerja za čiste vzorce so okoli 1,8 ali več, pri tem vrednost 1,8 
predstavlja standardno vrednost. Razmerje A260/A230 pa nam poda informacijo o 
kontaminaciji z organskimi snovmi oz. snovmi, ki absobirajo pri 230 nm. To razmerje je 
navadno višje od razmerja A260/A280, za čiste vzorce so pričakovane vrednosti okoli 2,0 
in 2,2 (Thermo Fisher Scientific, 2019a). Do uporabe smo plazmid hranili v zmrzovalniku 
na -20°C. 
3.2.1 Plazmid z zapisom za zeleni fluorescenčni protein (GFP) 
Da bi ugotovili elektroporacijske pogoje pri katerih dobimo najvišji odstotek transfekcije 
in viabilnosti smo uporabili plazmid pcDNA3-GFP, ki vsebuje zapis za zeleni 
fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein). Vsebnost zapisa smo preverili z 
verižno reakcijo s polimerazo (PCR) z metodo padajoče temperature prileganja, ki 
omogoča večjo specifičnost pomnoževanja. (Razpotnik, mag delo) Uporabili smo začetne 
oligonukleotide, ki nalegajo na stiku vektorja in zapisa za GFP. (Preglednica 3)  
Temperaturni profil za pomnoževanje je prikazan v preglednici 4, komponente za 
pomnoževanje zapisov in njihovi volumni pa so podani v preglednici 5.  
Preglednica 3: Pari začetnih oligonukleotidov in njihove lastnosti (dolžina, temperatura tališča, delež GC 
nukleotidov). Z zeleno barvo je označena sekvenca gena. 






TAAGGTACCGCCACCATGGTGAGCAAGGGC 30 68,1 60,0 
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Preglednica 4: Temperaturni profil za pomnoževanje zapisov. Začetna temperatura prileganja je podana za 
pomnoževanje vsakega zapisa. 
Število 
ciklov 
Faza Temperatura Čas 
1 začetna denaturacija 95°C 3 min 
30 denaturacija 95°C 30 sec 
prileganje 72,7°C (-0,4°C za vsak naslednji cikel) 30 sec 
podaljševanje 72°C 1 min 
1 dokončanje podaljševanja 72°C 15 min 
1 zaključek reakcije 4°C ∞ 
Preglednica 5: Uporabljene komponente za pomnoževanje zapisov in njihovi volumski deleži. 
Komponenta Volumen [µl] 
10 x pufer Taq 5 
dNTP (10 mM) 1 
smerni oligonukleotid (10 µM) 2,5 
protismerni oligonukleotid (10 µM)  2,5 
plazmidna DNA (10ng/µl) 1 
Polimeraza Taq 0,5 
MgCl2 (25 mM) 4 
Demineralizirana H2O 33,5 
3.2.2 Plazmida z zapisom za himerni antigenski receptor (CAR) in »PiggyBack« 
transpozazo (PB) 
Plazmida z zapisom za himerni antigenski receptor in transpozazo so nam podarili na 
Kemijskem inštitutu, Odseku za sintezno biologijo in imunologijo. Vsebnost zapisa obeh 
plazmidov smo preverili z restrikcijsko reakcijo. Za plazmid z zapisom za CAR smo 
uporabili restrikcijski endonukleazi AsiSI in Avr II (New England Biolabs). Restrikcijo 
smo izvajali v termobloku (Eppendorf) na 37°C za eno uro. Komponente za restrikcijo in 
njihovi volumni so podani v preglednici 6. Za plazmid z zapisom za transpozazo smo 
uporabili restrikcijski endonukleazi Not I in Hind III (New England Biolabs). Restrikcijo 
smo izvajali v termobloku na 37°C za 15 min. Komponente za restrikcijo in njihovi 
volumni so podani v preglednici 6 in 7. 
 
Komel T. Izražanje transgenov v enojedrnih celicah periferne krvi in njihova karakterizacija.    
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 14 
 
 
Preglednica 6: Komponente reakcijske mešanice za izvedbo restrikcije plazmida CAR_KI1 in njihovi 
volumski deleži. 
Komponenta Volumen [µl] 
1X CutSmart Buffer 5 
plazmidna DNA (1 µg/µl) 1 
AvrII (5000 units/ml) 2 
AsiSI (10000 units/ml) 1 
Demineralizirana H2O 41 
Preglednica 7: Komponente reakcijske mešanice za izvedbo restrikcije plazmida pCMV-sPBo in njihovi 
volumski deleži. 
Komponenta Volumen [µl] 
1X NEBuffer 3.1 5 
plazmidna DNA (1 µg/µl) 1 
Not I (10000 units/ml) 1 
Hind III (10000 units/ml) 1 
Demineralizirana H2O 42 
3.2.3 Priprava agaroznega gela 
Za detekcijo DNA fragmentov po pomnoževanju z PCR metodo in restrikcijo smo 
uporabljali 1,2 % zamrežen agarozni gel. V erlenmajerico smo zatehtali 1,2 grama agaroze 
v prahu (Sigma) in dodali 100 ml 1X pufer TBE (Invitrogen). S segrevanjem smo agarozo 
raztopili in dodali 4 µl barvila Midori Green Advance (Nippon Genetics), ki ob vezavi z 
DNA in po eksitaciji s svetlobo valovne dolžine 490 nm emitira v zelenem spektru. 
Raztopljeno agarozo smo dobro premešali ter vlili v elektroforezne kadičke. Pred 
nanašanjem na gel smo vzorcem v volumnu 25µl primešali še 1 µl 6X nanašalni pufer 
(Thermo Fisher Scientific). Na gel smo nanesli tudi označevalec velikosti GeneRulerTM 1 
kb DNA ladder ali GeneRulerTM Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 
oba v volumnu 1 µl. Elektroforezo smo izvajali pri napetosti 8 V/cm za 45 min. Po končani 
elektroforezi smo vzorce analizirali pod UV transluminatorjem in posneli fotografije. 
3.3  PRIPRAVA KULTURE ENOJEDRNIH CELIC PERIFERNE KRVI IZ 
LEVKOCITNEGA KONCENTRATA  
Levkocitne koncentrate smo dobili na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko 
medicino, Oddelek za preskrbo s krvjo, (Mnenje Komisije RS za medicinsko etiko št 0120-
279/2017-3 KME 74/06/17). Za izolacijo PBMC smo uporabili levkocitne koncentrate 
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zdravih oseb moškega spola s krvno skupino 0+. Izolacijo, štetje, zamrzovanje in 
odmrzovanje smo izvedli v skladu s standardnimi operacijskimi postopki Zavoda za 
transfuzijsko medicino.  
3.3.1 Izolacija PBMC iz levkocitnega koncentrata 
Za izolacijo PBMC iz levkocitnih koncentratov smo uporabili medij Lympholite-H 
(Cedarlane), ki temelji na ločevanju celic s pomočjo gostotnega gradienta. V štiri 50 ml 
plastične centrifugirke smo odpipetirali 11,5 ml Lympholite-H ter redčili z 1ml PBS. Iz 
transfuzijske vrečke smo po 50 ml koncentrata prelili v sterilno čašo in redčili z 100 ml 
PBS ter dobro premešali. Tako razredčen koncentrat smo nato previdno odpipetirali v 
centrifugirko z redčenim  Lympholite-H do oznake 50 ml in pri tem pazili, da se plasti med 
seboj nista premešali. Dobro zaprte centrifugirke smo centrifugirali (5804 R, Eppendorf) 
15 min na 950 x g brez zavore. Po centrifugiranju smo previdno odpipetirali sloj PBMC 
med zgornjo plastjo plazme in spodnjo plastjo Lympholite-H iz dveh centifugirk v novo 
centrifugirko ter dopolnili s PBS do oznake 50 ml, preostanek pa zavrgli. Centrifugirali 
smo na 660 x g za 10 min. Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli, pelet pa 
resuspendirali v 10 ml mešanice enakega deleža vode in PBS ter po 20 sekundah dodali 
svež PBS do oznake 50 ml. Centrifugirali smo na 300 x g za 10 min. Postopek smo po 
potrebi ponovili še dvakrat, odvisno od količine eritrocitov še prisotnih v peletu. Po 
končanem zadnjem spiranju peleta smo v vsako od dveh centrifugirk dodali po 25 ml 
gojišča. Pelet smo dobro resuspendirali ter 12,5 ml prenesli v gojilno posodico T75 s 
površino 75cm2 za suspenzijske kulture. 
3.3.2 Štetje in določanje viabilnosti PBMC 
Za štetje celic smo uporabili Bürker – Türkovo števno komoro (Sigma) in invertni 
svetlobni mikroskop (Nikon). Vzorce smo predhodno ustrezno redčili z 0,2- odstotno (w/v) 
raztopino Nigrozina v fiziološki raztopini. Nigrozin prehaja membrane mrtvih celic, kar 
omogoča ločevanje živih in mrtvih celic in posledično izračun viabilnosti. Viabilnost 
odraža delež živih celic glede na celokupno število celic. Redčino smo nato resuspendirali 
in 10 µl odpipetirali pod krovno stekelce na vsako stran  komore. Prešteli smo žive in 
mrtve celice na osmih kvadratih komore in upoštevali tiste, ki so ležale znotraj kvadrata in 
tiste, ki so ležale na zgornjem in levem robu kvadrata. S pomočjo spodnje enačbe smo 
izračunali koncentracijo živih in celokupnih celic. 
                   ... (1) 
C  ̶  koncentracija celic (žive, celokupne) 
N  ̶  število celic na vseh kvadratih 
R  ̶  faktor redčenja 
 Fv  ̶  volumski faktor za 1 ml celične suspenzije 
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3.3.3 Gojenje PBMC iz levkocitnega koncentrata 
S ciljem izražanja CAR v primarni celični kulturi smo gojili suspenzijsko kulturo 
enojedrnih celic periferne krvi (PBMC). Uporabljali smo AIM V gojišče z dodanim L-
glutaminom ter antibiotikoma getamicinom in streptomicinom (Thermo Fisher Scientific), 
kateremu smo dodali še FCS do 10-odstotnega deleža (kompletno gojišče). Menjavo 
gojišča smo izvajali s pomočjo centrifugiranja. Iz gojilnih posodic T75 smo celoten 
volumen suspenzijske kulture prenesli v 15 ml centifugirko ter centrifugirali na 120 x g za 
10 min. S centrifugiranjem na nižjih obratih dosežemo, da se žive celice posedajo na dno 
centrifugirke kot pelet, mrtve celice in celični ostanki pa ostanejo v supernatantu. Po 
centrifugiranju smo nato previdno odsesali supernatant, pelet pa resuspendirali v svežem 
gojišču. Celice smo gojili v inkubatorju (HERAtherm) v atmosferi nasičeni z vodno paro in 
5-odstotnim CO2 na temperaturi 37°C. 
3.3.4 Zamrzovanje kulture PBMC 
Zamrzovanje celic izvajamo za namene shranjevanja in ohranjanja njihovih lastnosti skozi 
daljša časovna obdobja. Zamrzovanje temelji na uporabi krioprotektantov, ki lahko 
preidejo celično membrano (glicerol, DMSO (dimetil sulfoksid), etandiol in propandiol) in 
zvišajo koncentracijo topljencev znotraj celice. Ti preprečijo formacijo ledenih kristalov, ki 
lahko poškodujejo membrano ali strukture znotraj celice (Pegg, 2007). Celice, ki jih želimo 
zamrzniti morajo biti v eksponentni fazi rasti in imeti več kot 90-odstotno viabilnost. V 
našem primeru smo zato uporabili PBMC, ki smo jih izolirali dva dni pred zamrzovanjem. 
Najprej smo pripravili medij za zamrzovanje, ki je vseboval 90-odstotkov FCS in 10-
odstotkov DMSO ter ga za 30 min postavili v zamrzovalnik na -20°C. Nato smo iz gojilne 
posodice prenesli določen volumen celične kulture z znano koncentracijo celic v 50 ml 
centrifugirko in jo za 30 min postavili v zamrzovalnik na -20°C. Po končani inkubaciji smo 
celice centrifugirali v ohlajeni centrifugi (4°C) na 490 x g za 5 min in previdno odlili 
supernatant. Pelet smo resuspendirali v takšnem volumnu medija za zamrzovanje, da je 
končna koncentracija znašala 5x106 celic/ml. Celice smo nato alikvotirali do oznake 1 ml v 
predhodno ohlajene krioviale in jih shranili v zamrzovalnik na -70°C. 
3.3.5 Odmrzovanje kulture PBMC 
Postopek odmrzovanja mora zaradi prisotnosti krioprotektanta DMSO, ki je pri sobni 
temperaturi toksičen za celice potekati kar se da hitro. Pred odmrzovanjem smo si v 50 ml 
centrifugirko pripravili 20 ml nekompletnega gojišča (brez dodanega FCS) in pustili eno 
uro na sobni temperaturi. Zamrznjene krioviale smo nato s krožnimi gibi segrevali v na 
37°C ogreti vodni kopeli toliko časa, dokler ni bila v celični suspenziji prisotna le še 
majhna ledena sredica. S serumsko pipeto smo odvzeli približno 0,5 ml suspenzije iz 
krioviale, odpipetirali v centrifugirko z nekompletnim gojiščem in dobro resuspendirali. 
Nato smo iz centrifugirke odvzeli približno 0,5 ml mešanice nekompletnega gojišča in 
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celic, ga odpipetirali v vialo, dobro premešali ter celoten volumen prenesli nazaj v 
centrifugirko z nekompletnim gojiščem. Centrifugirali smo na 490 x g za 5 min na sobni 
temperaturi. Po centrifugiranju smo supernatant previdno odlili in pelet resuspendirali v 7 
ml predhodno ogretem kompletnem gojišču. Iz centrifugirke smo celice prestavili v gojilne 
posodice T25. Celice smo nato dvakrat prešteli in jim določili viabilnost.  
3.3.5 Obsevanje celic 
Izpostavljanje celic ionizirajočemu sevanju lahko povzroči poškodbe celične membrane, 
proteinov in DNA. Poškodbe DNA so lahko enojni ali dvojni prelom verige ter oksidacija 
purinov in pirimidinov. V odvisnosti od tipa celic in prejete doze lahko gredo celice v 
apoptozo ali celično senescenco, ki se kaže v nezmožnosti podvojevanja celice. 
Da bi preprečili njihovo razmnoževanje, smo celično linijo Raji in PBMC obsevali z 
izotopom Cezija 137 (Cs137), ki oddaja beta in gama žarke, z dozo 30Gy na obsevalniku 
Gammacell 100 Elite, po navodilih PRO ZTM. 
3.4 AKTIVACIJA PBMC Z ANTI-CD3 IN ANTI-CD28 PROTITELESI  
V našem primeru smo sveže izolirane celice PBMC stimulirali z dodatkom človeških anti-
CD3 in anti-CD28 monoklonskih protiteles (Miltenyi Biotec) ter interleukinoma 2 in 15 
(Miltenyi Biotec). Z Alamar reagentom (Thermo Fisher Scientific) smo nato skušali 
določiti stopnjo fluorescence vzorcev. Aktivna snov Alamar reagenta je nefluorescentni 
resazurin, ki lahko prehaja celične membrane in je netoksičen. V metabolno aktivnih 
celicah se reducira v fluorescentni resorufin, ki ga zaznamo z spektrofotometrom 
(Rampersad, 2012).Višja fluorescenca vzorca v primerjavi z drugimi vzorci ali s kontrolo 
bi pomenila večje število celic in posledično višjo stopnjo proliferacije.  
Za namene naloge smo sveže izolirane PBMC v štirih koncentracijah v volumnu 100 µl 
nasadili na mikrotitrsko ploščico s 96 luknjicami. V kompletnem gojišču AIM V smo 
pripravili založno mešanico protiteles in interlevkinov s koncentracijo anti-CD3, ki je 
znašala 30 ng/ml, anti-CD 28 s koncentracijo 600 ng/ml, IL-2 s koncentracijo 1000 IU/ml 
in IL-15 s koncentracijo 200 ng/ml (Li in Kurlander, 2010; Cornish in sod., 2005). Nato 
smo pripravili šest redčitev mešanice ter po 100 µl skupaj z neredčeno dodali k različnim 
koncentracijam celic. Za redčitve aktivacijske mešanice smo uporabili kompletno AIM V 
gojišče. Poskus smo izvajali v triplikatih (Slika 4). Celice smo gojili 72 ur v atmosferi z 
nasičeno vodno paro in 5% CO2 na 37°C. Po 72 urah gojenja smo v luknjice dodali 20 µl 
reagenta Alamar blue (Thermo Fisher Scientific) in inkubirali 4 ure na sobni temperaturi. 
Ploščico smo med inkubacijo prekrili z aluminijasto folijo. Po končani inkubaciji smo nato 
s pomočjo spektrofotometra (Sunrise, Tecan) pomerili intenziteto fluorescence pri valovni 
dolžini 590 nm.  
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Slika 4: Shema postavitve poizkusa na gojilni plošči z 96 luknjicami. 
3.5 ELEKTROPORACIJA 
Za namene naše naloge smo uporabljali Neon trasfekcijski sistem (Thermo Fisher 
Scientific), ki je primeren za elektroporacijo sesalskih celic. Sestavljen je iz petih delov in 
sicer elektroporacijske naprave, elektroporacijske pipete in nastavkov, nosilca za pipeto in 
elektroporacijske kivete (Slika 5). Nastavek za pipeto je sestavljen iz pozlačenega bata oz. 
elektrode, ki je nameščena v elektroporacijski komori. Druga elektroda pa je nameščena na 
kiveti, katero vstavimo v nosilec za pipeto, ki je s konektorjem povezan z elektroporacijsko 
napravo. Elektroporacijo smo izvedli tako, da smo najprej v elektroporacijsko kiveto 
dodali 3 ml elektroporacijskega pufra E2 (Thermo Fisher Scientific) in jo postavili v 
notranjost nosilca za pipeto. V posebne 100 µl nastavke za elektroporacijsko pipeto smo 
zajeli celice resuspendirane v pufru T (Thermo Fisher Scientific), ki je primeren za 
elektroporacijo sesalskih primarnih celičnih kultur. Nato smo pipeto z celicami v nastavku 
postavili v nosilec tako, da je bila polovica nastavka potopljena v elektroporacijski pufer. 
Na ta način je bil sklenjen električni tokokrog med elektrodoma. V napravo smo vnesli 
pogoje elektroporacije, kot so napetost, trajanje električnega pulza in število pulzov. Po 
izvedeni elektroporaciji smo celice odpipetirali v gojilne ploščice in jih gojili v 
inkubatorju. 
 
Slika 5: Komponente Neon elektroporacijskega sistema; elektroporacijska naprava (1), elektroporacijska 
pipeta (2), nastavek (3), nosilec za pipeto (4) in elektroporacijska kiveta (5). 
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3.5.1 Optimizacija elektroporacije 
Za namene optimizacije elektroporacije smo uporabljali neaktivirane PBMC donorjev 
moškega spola in 0 pozitivne krvne skupine. Po izolaciji iz levkocitnega koncentrata smo 
celice nasadili v gojilne posodice T75 v koncentraciji 3 x 106 celic/ml ter jih gojili tri dni 
do elektroporacije. Pred elektroporacijo smo iz posodic vzeli ustrezno število celic in jih 
centrifugirali na 490 x g za 5 min ter odstranili gojišče. Pelet smo resuspendirali v enakem 
volumnu DPBS brez kalcijevih in magnezijevih ionov (Gibco) in centrifugirali na 490 x g 
za 5 min ter odstranili supernatant. Celice smo nato resuspendirali v pufru T do končne 
koncentracije 20 x 106 celic/ml. Suspenziji smo nato dodali plazmid do koncentracije 150 
µg/ml. S pipeto smo odpipetirali po 100 µl suspenzije v nastavek in elektroporirali. Po 
vsaki ponovitvi smo nastavke trikrat sprali v DPBS. Po elektroporaciji smo celice 
odpipetirali v gojilne ploščice s 24 luknjicami v katerih je bilo po 0,6 ml gojišča z 20% 
FCS in antibiotiki. Za negativno kontrolo smo izbrali nelektroporirane celice brez 
dodanega plazmida. Ploščico z gojiščem in celicami smo nato gojili v atmosferi z nasičeno 
vodno paro na 37°C ter 5% CO2.  
Pogoje elektroporacije smo najprej optimizirali po navodilih proizvajalca z vstavljanjem 
plazmida z zapisom za zeleni fluorescenčni protein v celice saj je izražanje tega proteina 
mogoče enostavno opaziti pod fluorescenčnim mikroskopom že naslednji dan po 
elektroporaciji. Preverili smo več protokolov, ki so prikazani v spodnji tabeli (Preglednica 
8) pri tem smo vsak protokol izvedli v triplikatu. 













1 2400 20 1 2x106 150 
2 2400 15 1 2x106 150 
3 2350 20 1 2x106 150 
4 2300 20 1 2x106 150 
5 2300 15 1 2x106 150 
6 2200 20 1 2x106 150 
7 1900 25 1 2x106 150 
3.5.2 Elektroporacija s plazmidom za himerni antigenski receptor (CAR)  
Na podlagi rezultatov pretočnega citometra (glej 3.6.) smo za elektroporacijo plazmidov z 
zapisom za transpozazo in CAR izbrali protokole, pri katerih smo dobili najvišji odstotek 
GFP pozitivnih celic. Plazmida smo dodali v razmerju 1:1, do koncentracije 150 µg/ml.  
Ker pa pri teh protokolih ni prišlo do transfekcije smo preizkušali modificirane protokole 
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(Preglednica 9). Koncentracijo celic smo povišali na 40 x 106 celic/ml, koncentracijo 
plazmidov pa znižali na 100 µg/ml. Vsak protokol smo izvedli v dveh ponovitvah. 













1 2400 20 1 4x106 100 
2 2350 20 1 4x106 100 
3 2300 20 1 4x106 100 
4 2250 20 1 4x106 100 
5 2150 20 1 4x106 100 
Prvi dan po elektroporaciji smo celice nasadili v gojilne ploščice z 6 luknjicami v 
koncentraciji 2 x 106 celic/ml ter aktivirali z dodatkom aktivacijske mešanice (anti-CD3: 
0,75 ng/ml, anti-CD28: 15 ng/ml, IL-2: 25 IU/ml in IL-15: 5 ng/ml). 
3.6 ANALIZA Z PRETOČNIM CITOMETROM 
Pretočni citometer je naprava pri kateri se celice posamično pomikajo skozi laserski žarek, 
detektor pa zaznava sipano svetlobo ali emitirano fluorescenco. Na podlagi prednje sipane 
svetlobe (forward scatter) lahko določimo površino celice oz. njihovo velikost, stranska 
sipana svetloba (side scatter) pa nam da podatek o granuliranosti celice. S pomočjo 
emitirane fluorescence lahko zaznamo prisotnost fluorokroma, ki je preko afinitetne 
molekule (npr. protitelo) vezan na specifično celično komponento (npr. receptor) ali pa 
prosto prisoten v citosolu (npr. GFP). Pretočni citometer nam tako omogoči karakterizacijo 
celičnih tipov, štetje celic, analizo viabilnosti, analizo izražanja, itd (Adan in sod., 2017). 
3.6.1 Analiza izražanja GFP 
S pretočnim citometrom (FACS Calibur, BD Biosciences) smo najprej analizirali celice 
transfecirane z zelenim fluorescenčnim proteinom. Na podlagi prisotnosti proteina in 
viabilnosti celic smo nato izbrali uspešne pogoje in jih uporabili pri nadaljnih poizkusih 
elektroporacije. 
Približno 3x105 elektroporiranih celic smo 48 ur po elektroporaciji prenesli v 5 ml 
centrifugirke in jih centrifugirali na 490 x g za 5 min. Pelet smo resuspendirali v 25 µl 
pufra za pretočno citometrijo (Preglednica 10) in dodali 2 µl mišjega protitelesa proti 
človeškemu CD3, označenemu z APC-Vio770 (Miltenyi Biotec). Dodali smo tudi 2 µl 
barvila 7AAD (Miltenyi Biotec), ki obarva mrtve celice. Po 15 min inkubaciji v hladilniku 
na 4°C smo dodali 1,5 ml pufra za pretočno citometrijo in centrifugirali na 490 x g za 5 
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min. Celicam smo nato dodali 300 µl pufra za pretočno citometrijo, premešali na 
vibracijskem mešalu in do analize pustili v hladilniku na 4°C. 




EDTA 2 mM 
 
Pri analizi smo kot negativno kontrolo uporabili neelektroporirane celice, ki smo jih 
obarvali po enakemu postopku. Uporabili smo tudi kompenzacijske kontrole ki smo jim 
dodali po en fluorokrom naenkrat. S tem smo preverili morebitno prekrivanje spektrov 
fluorokromov in to upoštevali pri analizi.    
Za analizo rezultatov smo uporabili program FACS Diva 8.0.1. Najprej smo izbrali 
populacijo celic glede na velikost in zrnatost (Diagram A). Ker lahko celice v suspenziji 
tvorijo skupke in lahko tako podajo lažno pozitivne rezultate smo se zato znebili skupkov 
celic (Diagram B, C). Skupki celic imajo širino večjo kot posamezne celice, višina pa je 
približno enaka. Preko nesorazmerij med višino in širino lahko torej identificiramo skupke 
celic in jih izločimo iz analize. Nato smo s pomočjo barvila 7-AAD (7-Aminoaktinomicin 
D) ločili živo in mrtvo populacijo celic. 7-AAD je fluorescenčna molekula z visoko 
afiniteto do DNA, ki ne prehaja membrane živih celic. Zato so se po ekscitaciji z laserjem 
obarvale le mrtve celice ali celice s poškodovano membrano in posledično v fazi apoptoze 
ali nekroze (Diagram D). Nazadnje smo preverili še izražanje fluorescenčnega proteina pri 
populaciji limfocitov-T, ki smo jih zaznali z mišjim protitelesom proti človeškemu CD3. 
Na diagramu E je označena dvojno pozitivna populacija.  
 
Slika 6: Potek karakterizacije fenotipa z GFP transfeciranih PBMC. A-označena populacija PBMC glede na 
velikost (FSC) in granuliranost (SSC); B in C-odstranitev skupkov celic; D – populacija živih posameznih 
celic; E – populacija živih GFP pozitivnih celic. 
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3.6.2 Analiza izražanja CAR 
Za preverjanje prisotnosti himernega antigenskega receptorja smo analizirali neaktivirane 
celice 72 ur po elektroporaciji s plazmidoma CAR in PB. Iz kulture smo vzeli približno pol 
milijona celic, jih odpipetirali v 5 ml centrifugirko in centrifugirali na 490 x g za 5 min. 
Pelet smo resuspendirali v 25 µl pufra za pretočno citometrijo in dodali 2 µl kozjega 
protitelesa proti človeškemu IgG, označenem z Alexa Fluor 647 (Thermo Fisher 
Scientific). Po 15 min inkubacije na 4°C smo celice sprali z pufrom za pretočno citometrijo 
in dodali še 2 µl barvila 7-AAD in 2 µl mišjega protitelesa proti človeškemu CD3, 
označenemu z fluoresceinom (Miltenyi Biotech). Po ponovnih 15 min inkubacije na 4°C 
smo celice sprali in jih resuspendirali v 300 µl pufra za pretočno citometrijo, premešali na 
vibracijskem mešalu in do analize pustili v hladilniku na 4°C. 
Izražanje himernega receptorja pri populaciji CD3 pozitivnih celic smo detektirali s 
pomočjo kozjega protitelesa proti človeškemu IgG. Ta se namreč vežejo na prepoznavni 
(scFv) del receptorja. Tudi v tem primeru smo uporabili kompenzacijske kontrole, kot 
negativno kontrolo pa smo uporabili neelektroporirane celice istega donorja. Delež 
transfeciranih celic smo dobili tako, da smo od elektroporiranega vzorca odšteli 
neelektroporirano kontrolo. Rezultate smo analizirali s programom FACS Diva 8.0.1 na 
enak način kot pri analizi izražanja fluorescenčnega proteina.     
Celicam, elektroporiranim z CAR in PB plazmidoma smo najprej določili viabilnost prvi 
dan po elektroporaciji. Del celic smo nato pri vsakem elektroporacijskem pogoju aktivirali 
z aktivacijsko mešanico (glej 3.5.2). Aktiviranim in neaktiviranim celicam smo pomerili 
viabilnost še četrti dan po elektroporaciji in med seboj primerjali viabilnosti. Število živih 
in celokupnih celic smo določili z uporabo Bürker – Türkove števne komore in 
svetlobnega mikroskopa. Vsako meritev smo izvedli v duplikatu.   
3.7 TEST AKTIVNOSTI CELIC (FUNKCIJSKI TEST)  
Za namene magistrske naloge smo vzpostavili funkcijski test za dokazovanje aktivnosti 
transfeciranih CD4+ limfocitov T. Test je temeljil na gojenju elektroporiranih celic skupaj 
z antigenom in dokazovanju prisotnosti interlevkina 2. Ta se sprošča ob aktivaciji CD4+ 
limfocitov T oz. ob vezavi antigena na CAR. Antigen CD19 smo zaznavali na obsevanih 
celicah Raji (linija B-celic izoliranih iz pacienta z Burkittovim limfomom, ATCC, 2016b). 
Prisotnost interlevkina smo dokazovali s posredno ELISA (ang. enzyme-linked 
immunosorbent assay) imunsko metodo. Posredni tip temelji na lovilnem protitelesu, ki je 
vezano na površino mikrotitrske ploščice in veže en del antigena ter na detekcijskem 
protitelesu, ki veže drug del antigena. Na detekcijsko protitelo se nato veže še sekundarno 
protitelo označeno z encimom, ki dodanemu substratu spremeni barvo (Slika 7). 
Spremembo barve nato zaznamo spektrofotometrično in kvalitativno ali kvantitativno 
opredelimo.  
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Slika 7: Primer posrednega ELISA testa (Raybiotech, 2019) 
3.7.1 Gojenje celic v prisotnosti antigena 
Na gojilni ploščici z 96 luknjicami smo združili elektroporirane neaktivirane (Efektorske) 
in celice Raji (Tarčne) v razmerjih (E:T) 4:1, 12:1 in 20:1 (Slika 8). S tem smo v luknjici 
povečali število B-celic z antigenom (CD 19), katerega prepoznajo limfocitov-T e z 
vgrajenim himernim receptorjem. Analizirali smo celice, ki smo jih elektroporirali po 
protokolu 2, 4 in 5 (Preglednica 9) ter neelektroporirano kontrolo. V luknjico smo dali 
celice do skupnega števila 1,5 x 105 in dopolnili z kompletnim gojiščem do 200 µl. 
Ploščico s celicami smo nato gojili v atmosferi z nasičeno vodno paro na 37°C ter 5% CO2 
za 24 ur. 
           Razmerje E:T          




Neel. Kontrola  
Slika 8: Shema postavitve poizkusa na gojilni plošči z 96 luknjicami. 
3.7.2 Encimskoimunski test ELISA 
Po 24 urah smo celice skupaj z gojiščem prenesli v 1,5 ml centrifugirke (Eppendorf) in 
centrifugirali na 490 x g za 5 min. Supernatante celic iz vsake kombinacije protokola in 
razmerja smo redčili 1-krat in 3-krat v kompletnem gojišču ter jih analizirali s 
komercialnim IL-2 ELISA testom (Thermo Fisher Scientific). Test smo izvedli po 
navodilih proizvajalca. Intenziteto reakcije smo določili z merjenjem absorbance pri 450 
nm in referenčnim filtrom 620 nm na spektrofotometru (Tecan). Koncentracijo interlevkina 
(pg/ml) smo izračunali preko umeritvene krivulje ter pri tem upoštevali redčitve 
supernatantov. Vsako redčitev supernatanta smo pomerili dvakrat in izračunali povprečje 
posameznega razmerja ter vseh razmerij skupaj. 
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3.8 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Za statistično obdelavo rezultatov smo uporabili računalniški program Microsoft Excel z 
dodanim paketom XL Toolbox NG. Izračunali smo povprečne vrednosti in standardne 
odklone. Pri obdelavi rezultatov smo uporabili enosmerni ANOVA test z dopolnilnim 
testom Holm-Sidak, da bi določili, ali je razlika med vzorci statistično značilna. Pri tem 
smo za vrednost α določili 0,05. Če je bila izračunana p-vrednost manjša od α, je bila 
razlika statistično značilna. Vse dobljene p vrednosti so bile korigirane s pomočjo 
Bonferonijevega korekcijskega testa.  
 
Komel T. Izražanje transgenov v enojedrnih celicah periferne krvi in njihova karakterizacija.    




4.1 KONTROLA KVALITETE PLAZMIDOV 
Količino in čistost DNA smo ocenili spektrofotometrično z odčitavanjem optične gostote 
pri 230, 260 in 280nm VIS, integriteto pa smo ocenili s pomočjo elektroforezne analize 
(Slika 9, 10). Pri vseh vzorcih plazmidne DNA so bila razmerja koeficientov pri 
pričakovanih standardnih vrednostih (Preglednica 11).  
Preglednica 11: Koncentracije izolirane plazmidne DNA uporabljene za transfekcijo in vrednosti razmerij 
absorbanc. 
Plazmid A260/A280 (>1,8) A260/A230 (2,0-2,2) Koncentracija plazmida 
(µg/ml) 
pcDNA3-GFP 1,85 2,2 3000 
CAR_KI1 1,75 2,1 5100 
pCMV-sPBo 1,77 2,15 4900 
4.1.1 PCR plazmida pcDNA3-eGFP 
Zapis za zeleni fluorescenčni protein smo uspešno pomnožili z uporabo PCR metode 
padajoče temperature prileganja (Preglednica 3). Po analizi z elektroforezo je bila na gelu 
prisotna lisa, ki je ustrezala pomnožku velikosti 700 baznih parov, kar se sklada z 
velikostjo gena eGFP. Na mestu negativne kontrole ni bilo lise, kar potrjuje ustreznost 
našega pomnožka (Slika 9).   
 
Slika 9: Elektroforezna analiza preverjanja vsebnosti zapisa za eGFP v plazmidni DNA na 1,2 % agaroznem 
gelu. Neg. kont označuje negativno kontrolo. 
4.1.2 Restrikcijska analiza plazmidov pCMV-sPBo in CAR_KI1 
Z restrikcijsko analizo smo dokazali ustreznost plazmidov z zapisom za himerni antigenski 
receptor in transpozazo. Na mestu CAR plazmida sta prisotni dve lisi v velikosti približno 
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2800 in 5000 baznih parov, ki se skladata s pričakovanima produktoma restrikcije. Tudi na 
mestu PB plazmida sta prisotni dve lisi velikosti približno 2900 in 4000 baznih parov, ki se 
ravno tako skladata s pričakovanima produktoma. Na mestu negativne kontrole ni bilo lise, 
kar potrjuje ustreznost produktov restrikcije (Slika 10). 
 
Slika 10: Elektroforezna analiza preverjanja ustreznosti zapisa za CAR in PB v plazmidni DNA na 1,2 % 
agaroznem gelu. NK označuje negativno kontrolo. 
4.2 VIABILNOST KULTURE PBMC PO ODMRZOVANJU 
Viabilnost odmrznjenih celic smo določili z štetjem živih in mrtvih celic pod 
mikroskopom. Na vsaka dva tedna smo odmrznili po eno vialo in določili viabilnost celic 
takoj po taljenju ter po treh dneh gojenja v inkubatorju. Na sliki 11 je vidno padanje 
viabilnosti glede na čas, v katerem so bile celice shranjene v zamrzovalniku na -80°C. 
Viabilnost celic izračunana isti dan taljenja je padla z 94% ± 1,2 (pred zamrznitvijo) na 
70% ± 3,3 (po 20 tednih v zamrzovalniku). Upad viabilnosti med vzorci pomerjenimi 3 dni 
po odmrzovanju je še večji in sicer z 91,5% ± 1,8 (pred zamrznitvijo) na 61% ± 2,95 (po 
20 tednih v zamrzovalniku). 
 
Slika 11: Sprememba v viabilnosti odmznjenih PBMC v odvisnosti od časa. Modra črta predstavlja 
izmerjeno viabilnost takoj po odmrznitvi, rdeča pa viabilnost po treh dneh gojenja v inkubatorju. 
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4.3 AKTIVACIJA PBMC 
Celice smo aktivirali z dodatkom mešanice anti-CD3 in anti-CD28 protiteles ter 
interlevkinov 2 in 15. Na spodnji sliki je opazna morfološka sprememba po 24 urah od 
dodatka aktivacijske mešanice. Celice so po aktivaciji postale večje ter nekoliko 
boljkapljaste oblike (Slika 12).  
 
Slika 12: Morfološka primerjava PBMC pred in po aktivaciji z svetlobnim mikroskopom pod 20-kratno 
povečavo. A-pred aktivacijo; B-po aktivaciji (celice so občutno večje). 
Stopnjo proliferacije smo ocenili s testom Alamar, ki fluorescira v metabolno aktivnih 
celicah.  Primerjava tretiranih celic s kontrolo nam je omogočila določitev najprimernejših 
pogojev za proliferacijo. Preverjali smo dva pogoja in sicer faktor redčitve aktivacijske 
mešanice in optimalno koncentracijo celic izpostavljenih določeni redčitvi. Do statistično 
značilnega povečanja proliferacije v primerjavi s kontrolo (p<0,05) je prišlo le pri vzorcih s 
koncentracijo 5 x 105 celic/ml pri 20X in 40X redčitvi aktivacijske mešanice (fluorescenca 
vzorcev višja od kontrole) (Slika 13). Pri vzorcih s koncentracijo 7,5 x 105 celic/ml je bila 
fluorescenca enaka ali nižja v primerjavi s kontrolo, pri vzorcih s koncentracijo 1 x106 
celic/ml in 1,5 x 106 celic/ml pa je bila fluorescenca pri vseh redčitvah mešanice nižja od 
kontrole. To pomeni, da pri teh vzorcih do proliferacije ni prišlo. Iz slike 14 lahko vidimo, 
da je povprečje fluorescence vseh koncentracij celic pri določeni redčitvi najvišje pri 40x 
redčitvi mešanice (anti-CD3: 0,75 ng/ml, anti-CD28: 15 ng/ml, IL-2: 25 IU/ml in IL-15: 5 
ng/ml), kar smo potrdili z ANOVA testom za statistično razliko med skupinami (p=2,26 x 
10-11). 
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Slika 13: Intenziteta fluorescence aktiviranih PBMC različnih koncentracij v odvisnosti od faktorja 
redčitvene mešanice. Faktor redčitve mešanice nam predstavlja kolikokrat je bila redčena založna raztopina 
mešanice (anti-CD3: 30 ng/ml, anti-CD 28: 600 ng/ml, IL-2: 1000 IU/ml in IL-15: 200 ng/ml). Z zvezdico so 
označeni statistično značilne skupine (p=0,003). 
 
Slika 14: Intenziteta fluorescence povprečja koncentracij aktiviranih PBMC v odvisnosti od faktorja 
redčitvene mešanice. Z zvezdico so označeni statistično značilne skupine (p=2,26 x 10-11). 
4.3 ELEKTROPORACIJA 
4.3.1 Preverjanje izražanja GFP 
Za optimizacijo transfekcije PBMC z elektrogenski prenosom smo uporabili plazmid 
pcDNA3-eGFP. Elektroporacijo smo izvajali po protokolih naštetih v preglednici 8. Celice 
smo dva dni po elektroporaciji najprej preverili pod mikroskopom. Z uporabo pretočnega 
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citometra smo nato ocenili odstotek viabilnosti in odstotek viabilnih transfeciranih celic. 
Odstotek viabilnosti smo izrazili kot število živih celic glede na število celic v kulturi, 
transfekcijo pa smo izrazili kot število dvojno pozitivnih celic (CD3+/GFP+) glede na 
število vseh viabilnih celic v kulturi.      
 
Slika 15: Celice po elektroporaciji s plazmidom pcDNA3-eGFP pod fluorescenčnim mikroskopom z 20-
kratno povečavo. A – negativna kontrola; B – GFP pozitivne PBMC. 
Na sliki 16 lahko vidimo, da je bil najvišji odstotek viabilnosti elektroporiranega vzorca pri 
napetosti pulza 2400 V in trajanju 15 ms (62,2 ± 1,6 %). V primerjavi z neelektroporirano 
kontrolo (91,3 ± 1,8 %) se je viabilnost po elektroporaciji zmanjšala za manj kot 30 
odstotkov. Najnižji odstotek viabilnosti so dosegli vzorci z napetostjo pulza 2400V in s 
trajanjem 20 ms (12,6 ± 3,4 %) ter 2350 V in 20 ms (17,9 ± 5,6 %). Pri teh pogojih je pri 
nekaterih ponovitvah prišlo do iskrenja v elektroporacijski komori.  
   
Slika 16: Viabilnost PBMC elektroporiranih s plazmidom pcDNA3-eGFP v odvisnosti od različnih pogojev 
elektroporacije. Pri vseh pogojih je bil uporabljen en pulz, viabilnost merjena dan po elektroporaciji. 0/0 
označuje neelektroporirano kontrolo. Z zvezdico so označeni statistično značilne skupine (p= 0,001) 
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Pri vseh elektroporacijskih pogojih smo dosegli transfekcijo višjo od 25 %. Najboljšo 
transfekcijsko učinkovitost smo dosegli pri napetosti 2400 V in trajanju pulza 15 ms (57,9 
±  1,5%), ki se tudi statistično razlikuje od ostalih pogojev (p=0,023). Na sliki 17 vidimo, 
da se transfekcijska učinkovitost z nižanjem napetosti zmanjšuje. Izjema so vzorci 
2400/20, 2350/20 in 2300/20 pri katerih je transfekcijska učinkovitost zaradi ostrih 
elektroporacijskih pogojev nižja.  
 
Slika 17: Stopnja transfekcije PBMC elektroporiranih s plazmidom pcDNA3-eGFP v odvisnosti od različnih 
pogojev elektroporacije. Pri vseh pogojih je bil uporabljen en pulz, transfekcijska učinkovitost merjena dva 
dni po elektroporaciji. 0/0 označuje neelektroporirano kontrolo. Z zvezdico so označeni statistično značilne 
skupine (p=0,023). 
4.3.2 Preverjanje izražanja CAR 
Za transfekcijo smo uporabili plazmida CAR_KI1 in pCMV-sPBo, ki smo ju skupaj v 
enakem razmerju vstavljali v celice. Celice smo elektroporirali po protokolih naštetih v 
preglednici 9. S pretočnim citometrom smo določili delež viabilnih transfeciranih celic. 
Odstotek transfekcije smo izrazili kot število dvojno pozitivnih celic (CAR+/CD3+) glede 
na število viabilnih celic v kulturi. Primerjali smo tudi odstotek viabilnosti aktiviranih in 
neaktiviranih celic štiri dni po elektroporaciji.  
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Slika 18: Viabilnost aktiviranih (akt. cel.) in neaktiviranih (neakt. cel.) PBMC merjena 1. in 4. dan po 
elektroporaciji s plazmidoma CAR_KI1 in pCMV-sPBo v odvisnosti od različnih pogojev elektroporacije. 
Pri vseh pogojih je bil uporabljen en pulz dolžine 20 ms. 0 V označuje neelektroporirano kontrolo. (p>0,05) 
Na sliki 18 vidimo, da se je pri vseh pogojih viabilnost prvi dan po elektroporaciji v 
primerjavi s kontrolo zmanjšala za več kot polovico. Pri pogoju 2400 V je prišlo do 
iskrenja v elektroporacijski komori in zato je bila viabilnost manjša od 10 odstotkov. Ker 
je prišlo do iskrenja pri obeh ponovitvah smo vzorec izključili iz nadaljnih raziskav. 
Najmanjšo povprečno viabilnost smo izmerili pri pogoju 2350 V (24,8 ± 1 %), največjo pa 
pri pogojih 2150 V (33,9 ± 3%) in 2300 V (33,7 ± 2%). Četrti dan po elektroporaciji je 
upad viabilnosti neaktiviranih celic v primerjavi s prvim dnem viden pri vzorcih 2150 V, 
2250 V in 2300 V. V nasprotju je viabilnost aktiviranih celic v primerjavi z neaktiviranimi 
pri vseh pogojih elektroporacije narasla. Pri vseh vzorcih razen 2300V je bila stopnja 
viabilnosti aktiviranih celic višja kot tista izmerjena dan po elektroporaciji. Minimalno 
transfekcijo smo dosegli pri vseh pogojih, največjo vrednost pa smo izmerili pri vzorcu 
elektroporiranemu z pogoji 2250 V (4,2%) (Slika 19). Zaradi napake pri meritvi vzorca 
elektroporiranega s pogoji 2300 V s pretočnim citometrom smo vrednost vzorca 
zanemarili. Statističnih razlik med vzorci nismo dokazali. 
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Slika 19: Stopnja transfekcije PBMC elektroporiranih s plazmidoma CAR_KI1 in pCMV-sPBo v odvisnosti 
od različnih pogojev elektroporacije. Pri vseh pogojih je bil uporabljen en pulz dožine 20 ms, transfekcijska 
učinkovitost je merjena tri dni po elektroporaciji. 
 
Slika 20: Primer točkovnega diagrama neelektroporirane kontrole (A) in elektroporiranih vzorcev s pogoji 
2150 V (B), 2250 V (C), 2350 V (D) s plazmidoma CAR in PB. Točke v označenih kvadratih označujejo 
PBMC pozitivne ali negativne za IgG in CD3 označevalec.  
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4.4 ANALIZA PRODUKCIJE INTERLEVKINA-2 
Za preverjanje aktivnosti transfeciranih celic smo zasnovali poskus z gojenjem celic skupaj 
z antigenom. Za poskus smo izbrali pogoje pri katerih je bilo na voljo ustrezno število 
viabilnih celic. V primeru vzorcev elektroporiranih po protokolu št. 3 (Preglednica 9) je 
bila viabilnost prenizka in posledično je bilo celic primernih za analizo premalo. S 
komercialnim ELISA IL-2 testom smo določili koncentracijo nastalega interlevkina v 
supernatantih.  
 
Slika 21: Koncentracija produciranega IL-2 glede na prisotnost uspešno transfeciranih PBMC posameznega 
pogoja elektroporacije in razmerje efektor:stimulator (E:S). Pri vseh pogojih je bil uporabljen en pulz dožine 
20 ms. 0 V označuje negativno kontrolo. (p>0,05) 
Iz slike 21 je razvidno, da je pri vseh vzorcih prišlo do povišane produkcije interlevkina-2 
v primerjavi s kontrolo (13,2 ± 4,1 pg/ml). Skupno povprečje pri pogoju 2150 V znaša 99,3 
± 5,7 pg/ml, pri pogoju 2350 V 89,2 ± 2,9 pg/ml, pri pogoju 2250 V pa 95,3 ±2,8 pg/ml. 
Razlike v skupnih povprečjih med pogoji niso statistično značilne. Pri pogoju 2150 V 
lahko opazimo razliko v koncentraciji interlevkina med vzorci z različnim razmerjem 
efektorskih in tarčnih celic (p=1,71 x 10-8). Koncentracija pada od najnižjega razmerja 




Komel T. Izražanje transgenov v enojedrnih celicah periferne krvi in njihova karakterizacija.    




Namen magistrske naloge je bil izražanje himernega antigenskega receptorja (CAR) v 
enojedrnih celicah periferne krvi (PBMC). Za vnos plazmidov z zapisom za CAR in 
transpozazo v PBMC smo uporabili metodo elektroporacije. Pred tem smo optimizirali tudi 
postopek aktivacije in pomnoževanja celic. V naši raziskavi smo pomnoževali in 
elektroporirali celotno populacijo PBMC, dokazano je bilo namreč, da je na ta način 
mogoče z minimalno manipulacijo in porabo reagentov doseči visok odstotek 
transfeciranih celic (Ramanayake in sod., 2015). Prisotnost ostalih celic v populaciji 
PBMC (poleg limfocitov T) verjetno pozitivno vpliva na stopnjo transfekcije in viabilnost. 
Vir celic za CAR-T imunoterapijo so avtologni PBMC, ki jih je za potrebe transporta iz 
zdravstvene ustanove v proizvodni laboratorij in obratno potrebno zamrzniti (McGuirk in 
sod., 2017). Pri našem delu smo za izolacijo PBMC iz levkocitnih koncentratov zdravih 
donorjev uporabili metodo, ki je v skladu s standardnimi operacijskimi postopki ZTM. 
Alikvote izoliranih celic smo nato zamrznili ter jih odmrzovali na dva tedna in jim določili 
viabilnost. Upad viabilnosti lahko razložimo z razmerjem FCS in DMSO v zamrzovalnem 
mediju, ki ga je potrebno prilagajati specifično za vsako celično kulturo posebej (Mitrus in 
sod., 2018). Viabilnost celic po odmrzovanju je lahko odvisna tudi od donorja oz. 
njegovega zdravstvenega stanja (Perdomo-Celis in sod., 2016). Upad viabilnosti je 
spremljajoči pojav vsakega odmrzovanja celic. Poleg optimizacije postopka zamrzovanja 
in odmrzovanja je zato pomembna tudi optimizacija postopka namnoževanja primarnih 
celičnih kultur, da se na ta način poveča število viabinih celic primernih za elektroporacijo.    
Za namene pomnoževanja celic pred elektroporacijo smo izvedli optimizacijo aktivacijske 
mešanice. Poleg tega so v študiji Zhanga in sodelavcev (2018) so dokazali, da aktivacija 
PBMC tri dni pred elektroporacijo z anti- CD3 in CD28 protitelesi pritrjenimi na kroglice 
zviša transfekcijsko učinkovitost (Zhang in sod., 2018). Celicam se po aktivaciji poveča 
premer (Slika 12), velikost celice oz. njen radij pa negativno korelira z višino napetosti 
električnega polja (Gehl, 2003). To pomeni, da bi lahko z enako napetostjo pri aktiviranih 
celicah dosegli višjo stopnjo transfekcije. V skladu z raziskavo Li in Kurlanderja (2010) 
smo pripravili mešanico z stalnim razmerjem protiteles in interlevkina ter redčine te 
mešanice dodajali različnim koncentracijam celic. V našem primeru smo namesto 
protiteles vezanih na kroglice uporabljali topna protitelesa. Kulturo PBMC namreč že 
sestavljajo celice s Fc receptorjem, ki naša protitelesa predstavijo limfocitom-T (Li in 
Kurlander, 2010). Ugotovili smo, da je do največjega proliferativnega odziva v primerjavi 
s kontrolo prišlo pri vzorcih z najnižjo koncentracijo celic (Slika 13). Pri ostalih vzorcih z 
višjimi koncentracijami celic do proliferacije ni prišlo, pri nekaterih vzorcih je prišlo celo 
do znatnega znižanja viabilnosti v primerjavi s kontrolo. Menimo, da je bil vzrok nizke 
viabilnosti koncentracija oz. število celic v luknjici gojilne ploščice. Celice se po aktivaciji 
začnejo pospešeno deliti, na ta način hitreje porabijo vsa hranila v gojišču in posledično 
odmrejo. Da bi preprečili odmiranje bi morali celice gojiti v manjšem številu in na 
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ploščicah z večjo površino luknjic. V tem primeru bi lahko v luknjico dodali večji volumen 
gojišča in posledično povečali količino hranil na razpolago. Iz rezultatov lahko opazimo, 
da je do največje stopnje proliferacije v povprečju prišlo pri vzorcu z koncntracijo anti-
CD3: 0,75 ng/ml, anti-CD28: 15 ng/ml, IL-2: 25 IU/ml in IL-15: 5 ng/ml. Zato smo 
tovrstne koncentracije komponent mešanice uporabili za aktivacijo celic pred 
elektroporacijo.  
Za optimizacijo elektroporacije smo zato najprej uporabili aktivirane PBMC. V celice smo 
vstavljali plazmid z zapisom za GFP. Preizkusili smo različne dolžine, moči in števila 
pulzov glede na predhodne raziskave in izkušnje uporabnikov naprave (Liu in sod., 2011; 
Ramanayake in sod., 2015). Elektroporacija človeških PBMC je bila s strani proizvajalca 
elektroporatorja Neon® optimizirana s 23-odstotno transfekcijsko učinkovitostjo z uporabo 
20 ms dolgega pulza z napetostjo 2150 V in dodatkom 10 µg plazmida z zapisom za GFP 
na 2 x 106 celic (Thermo Fisher Scientific, 2019b). Ugotovili smo, da je viabilnost 
elektroporiranih celic dva dni po elektroporaciji pri večini elektroporacijskih pogojev padla 
pod 20% (rezultati niso prikazani). Pri optimizaciji elektroporacije je pomembno 
upoštevati tudi viabilnost celic. Če je ta zelo nizka potem visoki odstotki transfekcije ne 
bodo doprinesli veliko h končnemu številu celic z transgenom. Nasprotno pa visoka 
viabilnost po elektroporaciji ne pomeni nujno, da je bila elektroporacija uspešna. Običajno 
je pri optimalnih pogojih elektroporacije preživetje okoli 50 % (Heiser, 2000). V 
primerjavi z mišjimi limfociti-T, pri katerih z aktivacijo dosežemo višjo stopnjo 
transfekcije in viabilnosti kot brez aktivacije je pri človeških limfocitih-T ravno obratno. 
Membrana aktiviranih človeških celic je namreč veliko bolj občutljiva in zato proces 
elektroporacije sproži nastanek ireverzibilnih por, ki se tudi po daljšem času ne zaprejo, to 
pa posledično vodi v nizko viabilnost (Chicaybam in sod., 2013). Zaradi doseženih nizkih 
viabilnosti smo zato v nadaljevanju poskusov elektroporacije namesto aktiviranih celic 
uporabljali neaktivirane . Največjo transfekcijsko učinkovitost (približno 60 %) smo 
dosegli z uporabo 15 ms dolgega pulza z napetostjo 2400 V in dodatkom plazmida 
koncentracije 150 µg/ml na 2 x 106 celic. Pri pogojih z napetostjo 2400 V in 2350V, kar je 
blizu maksimalnih zmogljivosti inštrumenta ter dolžino pulza 20 ms je pri nekaterih 
ponovitvah prišlo do iskrenja v elektroporacijski komori, kar je privedlo do nižje 
viabilnosti in transfekcijske učinkovitosti. Zato smo te ponovitve izključili iz nadaljnih 
statističnih obravnav. Dejavniki, ki vplivajo na iskrenje so lahko sestava 
elektroporacijskega pufra, prisotnost zračnih mehurčkov v elektroporacijski komori, 
koncentracija in čistost (prisotnost gojišča) celic, koncentracija in čistost 
plazmida,obrabljenost elektroporacijske elektrode (BTX, 2019), idr. V našem primeru so 
bili razlogi za iskrenje najverjetneje prisotnost anorganskih kontaminant v suspenziji celic 
in visoka koncentracija plazmida. Pri elektroporirani kontroli brez dodanega plazmida 
namreč do iskrenja ni prišlo. Poleg tega je lahko razlog za nizko viabilnost lahko tudi sama 
dolžina pulza. Če primerjamo vzorce pri katerih smo uporabili dolžino pulza 15 ms in 
vzorce pri katerih je bila dolžina pulza 20 ms in več opazimo, da imajo slednji občutno 
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manjšo viabilnost. Z jakostjo pulza namreč vplivamo na površino celične membrane 
podvržene elektroporacijskim spremembam, medtem ko s številom oz. dolžino pulza 
vplivamo na stopnjo permeabilizacije (Gehl, 2003). Daljša dolžina pulza tako pomeni 
večjo verjetnost tvorbe ireverzibilne pore v membrani in posledično smrt celice. 
V nadaljevanju smo transfecirali PBMC s plazmidoma z zapisom za CAR in transpozazo. 
Uporabili smo pogoje pri katerih smo v procesu optimizacije dosegli najvišjo stopnjo 
transfekcije in viabilnosti (protokola št. 2 in 5; Preglednica 9). Pri teh pogojih je bil 
odstotek viabilnosti, merjen dan po elektroporaciji, primerljiv z rezultati optimizacije, 
transfekcije pa nismo zaznali (rezultati niso prikazani). V drugi raziskavi (Ramanayake in 
sod. 2015), kjer je bil uporabljen elektroporacijski sistem Neon so PBMC elektroporirali s 
pulzi, dolgimi 20 ms ter napetostmi, od 2100V do 2400V. Dodali so 10 µg plazmida (v 
razmerju CAR : transpozaza = 1:1) na 4 x 106 celic. Največjo stopnjo transfekcije so 
zaznali pri napetosti 2400 V, ki je v povprečju znašala 26 %. Viabilnost je pri vseh pogojih 
znašala v povprečju 35 % (Ramanayake in sod. 2015). Zato smo se odločili zvečati število 
celic v elektroporacijskem pipetnem nastavku z 2 x 106 na 4 x 106 in zmanjšati 
koncentracijo plazmida s 150 µg/ml na 100 µg/ml. Najvišja povprečna viabilnost, merjena 
pri posameznem pogoju je znašala 33,9 ± 3 % (Slika 18), kar je v skladu z rezultati 
optimizacije in z rezultati prej omenjene raziskave (Ramanayake in sod. 2015), odstotek 
transfekcije pa se kljub uporabi novih pogojev ni bistveno izboljšal saj je povprečje pri 
najuspešnejšem pogoju zanšalo 4,2 % (Slika 19). Na učinkovitost transfekcije med drugim 
vpliva tudi velikost plazmida. Iz raziskav smo razbrali, da se zmanjšanje velikosti plazmida 
za približno 35% kaže v dvakrat povečani učinkovitosti transfekcije. Difuzija plazmidne 
DNK po citoplazmi v jedro celice je namreč pomemben omejujoč faktor pri dostavi genov 
z nevirusnimi vektorji. Manjši plazmidi hitreje potujejo skozi citoplazmo in se tako 
uspešno izognejo degradaciji ki poteka v citoplazmi (Ribeiro in sod., 2012). V primerjavi z 
optimizacijo elektroporacije s pcDNA3-eGFP plazmidom, so bile transfekcijske 
učinkovitosti s plazmidi pCMV-sPBo in CAR_KI1 bistveno nižje. Pri optimizaciji z 
pcDNA3-eGFP plazmidom smo namreč z enakimi elaktroporacijskimi pogoji dosegli v 
povprečju več kot 30-odstotno transfekcijo. Uporabljena plazmida pCMV-sPBo in 
CAR_KI1 sta bila večja od  pcDNA3-eGFP za približno 800 in 1800 baznih parov v tem 
zaporedju. V literaturi nismo našli primera, ki bi v tako veliki meri pri tako majhni 
spremembi v velikosti plazmida spremenil učinkovitost transfekcije. Razlike v 
transfekcijski učinkovitosti lahko pripišemo tudi razlikam v ekspresiji genov. Dokazano je 
bilo namreč, da se geni, ki so vstavljeni pod različnimi promotorji izražajo različno (Wen 
in sod., 2014). Vendar pa je bil v našem primeru na plazmidu z zapisom za CAR 
uporabljen promotor EF1α, ki je v različnih primarnih celičnih linijah dosegel stabilnejše 
izražanje v primerjavi z promotorjem CMV (uporabljen v pcDNA-eGFP)  (Sumiyoshi in 
sod., 2009).  
Dan po elektroporaciji smo celicam v kulturo dodali še obsevane avtologne PBMC v 
razmerju 2:1 v prid obsevanim celicam. Celice smo obsevali z žarki gama z dozo 30 Gy in 
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tako preprečili njihovo pomnoževanje in posledično kontaminacijo transfeciranih celic 
(Bahar in Tormey, 2018). Z dodatkom obsevanih PBMC smo povečali število že 
obstoječih CD 19 pozitivnih celic v kulturi, ki predstavljajo antigen na katerega se vežejo 
transfecirane celice. Na ta način lahko selektivno, specifično pomnožujemo le tiste celice, 
ki izražajo CAR in se vežejo na antigen. Ker smo poleg CAR plazmida transfecirali še 
plazmid z zapisom za transpozazo, pomeni, da bi se v primeru pomnoževanja celice v 
kateri se je zapis za receptor uspešno vgradil v genom, ta prenesel tudi na potomke. V 
gojišče smo dodajali še IL-2 v koncentraciji 100 IU/ml in IL-15 v koncentraciji 20 ng/ml. 
Celice namreč ob aktivaciji potrebujejo dodatek eksogenih interlevkinov, ki omogočijo 
privzem aminokislin v celico in de novo sintezo proteinov za namene proliferacije 
(Cornish in sod., 2006).  
Ugotovili smo, da se tudi po 14 dneh gojenja v kulturi število viabilnih celic ni povečalo, 
kar lahko pomeni, da ni prišlo do specifične aktivacije in pomnoževanja (rezultati niso 
prikazani). Razlog je lahko prenizka začetna stopnja transfeciranih celic ali pa inhibitorni 
efekt apoptotičnih ali senescentnih celic podvrženih obsevanju (Gregory in sod., 2009). 
Dokazano je namreč, da senescentni oz. mrtvi limfociti izločajo veliko količino reaktivnih 
kisikovih spojin, ki lahko poškodijejo membrane sosednjih celic (Wang in sod., 2016). 
Zato smo se odločili, da bomo celice aktivirali s topnimi protitelesi proti CD3 in CD28. Iz 
rezultatov je razvidno, da se je stopnja viabilnosti po transfekciji aktiviranih celic pri 
nekaterih pogojih elektroporacije v primerjavi z neaktivirano kontrolo povečala za več kot 
polovico. Na ta način smo nespecifično pomnožili vse limfocite-T v kulturi, vključno s 
tistimi, ki so CAR uspešno vgradile v svoj genom. Pri nespecifičnem pomnoževanju je 
tako potreben še dodaten korak izolacije uspešno transfeciranih celic, ki se ga lahko izvede 
s pomočjo pozitivne imunomagnetne selekcije ali celičnega sorterja.    
V nadaljevanju naše naloge smo z vzpostavitvijo funkcijskega testa skušali dokazati 
prisotnost IL-2 in na ta način dokazali aktivnost CAR/CD4+ celic. Običajen pristop za 
dokazovanje aktivacije CAR+/CD4+ celic je preverjanje prisotnosti citokinov (IL-2, IL-4, 
TNF-α) v supernatantih ko-kulture in tarčnih celic (Li in sod., 2018). Za dokazovanje 
aktivacije CAR+/CD8+ celic pa so v uporabi testi citotoksičnosti, ki temeljijo na 
sproščanju radioaktivnega kromovega izotopa (51Cr) (Giordano Attianese in sod., 2011) 
ali luciferaze (Matta in sod., 2018) ob lizi tarčnih celic. V naši nalogi smo preverjali 
aktivnost CAR+/CD4+ celic z določanjem prisotnosti IL-2. To je glikoziliran protein, ki 
nastane ob aktivaciji celic, ko se antigen veže na T-celični receptor oz. v našem primeru na 
CAR (Arenas-Ramirez in sod., 2015). Kot je razvidno iz rezultatov (Slika 21) so 
povprečne vrednosti koncentracij nastalega interlevkina pri vseh pogojih višje od 
neelektroporirane kontrole, kar nakazuje na aktivnost CAR+/CD4+ celic. Ker pa približno 
tretjino vseh limfocitov-T v frakciji PBMC sestavljajo tudi CD8+ celice (Kleiveland, 2015) 
lahko posredno sklepamo tudi na prisotnost CAR+/CD8+ celic. Koncentracije IL-2 so med 
posameznimi pogoji približno enake, razlike niso statistično značilne. Ti rezultati so bili 
pričakovani saj tudi pri meritvah z pretočnim citometrom med posameznimi pogoji nismo 
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potrdili razlik. Statistično značilne razlike v koncentraciji interlevkina na primeru različnih 
razmerij efektorskih in tarčnih celic smo potrdili le pri pogoju z napetostjo 2150 V (p= 
1,71 x 10-08). Najvišje povprečje pri pogoju E:T=4:1 nakazuje, da je za uspešno aktivacijo 
pomemben prebitek tarčnih celic. Na ta način omogočimo večjo verjetnost, da pride do 
srečanja efektorske in tarčne celice.  
Da bi dodatno izboljšali transfekcijsko učinkovitost in viabilnost bi se morda morali 
poslužiti elektroporacije mRNA. V eni od študij so z elektroporacijo mRNA v človeške 
PBMC dosegli več kot 90 % transfekcijo in 63–86 % viabilnost (Zhao in sod., 2005). Pri 
uvedbi plazmidne DNA v celico je transkripcija gena odvisna od njegovega promotorja in 
celičnih transkripcijskih faktorjev, s transfekcijo mRNA pa se tem vplivom izognemo. 
Poleg tega plazmidna DNA v nasprotju z mRNA vsebuje za bakterije značilne nemetilirane 
GpC motive znotraj sekvence, katere prepozna receptor TLR9 in sproži določene imunske 
odzive, ki bi morda lahko vplivali na celično viabilnost (Zhao Z. in sod., 2005; Hudecek in 
sod., 2017). V drugi raziskavi (Lesueur in sod., 2016) pa je bil dokazan vpliv velikosti 
plazmida na viabilnost celic ob elektrogenskem transferju. Večji plazmidi so v kombinaciji 
z elektroporacijo bolj toksični za primarne celične linije, ker ob prehodu skozi 
elektroporirano membrano počasneje difundirajo v notranjost celice. Pore se na ta način 
počasneje zapirajo in ob prenosu celic v gojišče je notranjost celic izpostavljena 
komponentam gojišča (antibiotiki, živalski serum) kar posledično lahko povzroči smrt 
celice (Lesueur in sod., 2016; Yarmush in sod., 2014). Viabilnost bi lahko posledično 
izboljšali z uvedbo t.i. obnovitvenega časa, kar pomeni, da bi celice po izpostavitvi 
elektroporacijskim pulzom pustili še nekaj časa v elektroporacijski komori in tako 
omogočili popolno zaprtje membranskih por (Lesueur in sod., 2016). 
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V okviru naše raziskave smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Zamrznjenim PBMC po 20 tednih v zamrzovalniku na -80°C pade viabilnost v 
povprečju za 24 %. Očiten padec viabilnosti se nadaljuje tudi po treh dneh gojenja 
v celičnem inkubatorju. 
 Optimalne koncentracije reagentov za nespecifično aktivacijo PBMC s hu 
protitelesoma proti CD3 in CD28 domenama so: anti-CD3: 3 ng/ml, anti-CD28: 60 
ng/ml, IL-2: 100 IU/ml in IL-15: 20 ng/ml. 
 Elektroporacijski pogoji pri katerih smo dosegli najvišjo stopnjo transfekcije s 
plazmidom pcDNA3-eGFP so: en pulz, napetost 2400V in dolžina 15 ms. Celice 
smo elektroporirali v koncentraciji 20 x 106 celic/ml oz. 2 x 106 celic in 
koncentracijo plazmida 15 µg/ml na eno ponovitev. Stopnja transfekcije je pri teh 
pogojih znašala 57,9 ±  1,5 %, kar potrjuje našo hipotezo. 
 Najvišja povprečna stopnja transfekcije s plazmidoma CAR_KI1 in pCMV-sPBo je 
bila pri elektroporacijskih pogojih: en pulz, napetost 2250 V in dolžina 20 ms. 
Celice smo elektroporirali pri koncentraciji 40 x 106 celic/ml oz. 4 x 106 celic in 
skupni koncentraciji obeh plazmidov 10 µg/ml na eno ponovitev. Stopnja 
transfekcije je pri teh pogojih znašala 4,2 %. V tem primeru naše hipoteze nismo 
potrdili. 
 Z ELISA IL-2 detekcijskim kitom smo dokazali razliko v ekspresiji interlevkina 2 
med elektroporiranimi vzorci in neelektroporirano kontrolo in tako potrdili 
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Trenutno najučinkovitejša tarčna terapija za zdravljenje refraktornih B-celičnih levkemij in 
limfomov temelji na uporabi gensko spremenjenih limfocitov-T, ki izražajo himerni 
antigeni receptor (CAR). Receptor je usmerjen proti celičnemu označevalcu pripadnosti 
CD19, ki je močneje izražen na malignih B-celicah. CAR je sestavljen iz vezavnega, 
transmembranskega in signalnega dela, ki ob vezavi na specifičen antigen sproži signalno 
kaskado in aktivira celico. V okviru magistrske naloge smo s pomočjo elektroporacije 
poizkusili izraziti CAR v enojedrnih celicah periferne krvi (PBMC) ter jih okarakterizirati 
glede na prisotnost receptorja.  
V prvem delu naloge smo izolirane PBMC najprej alikvotirali in shranili v zamrzovalnik 
na -80°C. Alikvote smo na dva tedna odmrzovali in vzorcem določevali viabilnost s 
pomočjo štetja pod svetlobnim mikroskopom. Optimizirali smo tudi koncentracije 
reagentov za nespecifično aktivacijo in pomnoževanje PBMC. Pri koncentraciji PBMC 5 x 
105 celic/ml so koncentracije za aktivacijo celic znašale: anti-CD3: 0,75 ng/ml, anti-CD28: 
15 ng/ml, IL-2: 25 IU/ml in IL-15: 5 ng/ml. 
V drugem delu naloge smo optimizirali pogoje elektroporacije PBMC z uporabo plazmida 
pcDNA3-GFP. Optimalni pogoji za elektroporacijo celic so bili en kvadratni pulz pri 
napetosti 2400 V in dolžini 15 ms. Celice so bile dodane v koncentraciji 20 x 106 celic/ml 
in plazmid v koncentraciji 150 µg. Pri teh pogojih je bila transfekcija učinkovita v  57,9 ±  
1,5 %, preživelo pa je 62,2 ± 1,6 % celic. Postopek elektroporacije smo ponovili z uporabo 
plazmidov CAR_KI1 in pCMV-sPBo, ki smo jih dodajali skupaj v enakem razmerju. 
Celice smo okarakterizirali s pomočjo pretočne citometrije. Ugotovili smo, da je do  
najvišje stopnje transfekcije prišlo pri drugačnih pogojih elektroporacije. Uporabljen je bil 
en pulz pri napetosti 2250 V in trajanju 20 ms, koncentracija celic je znašala 40 x 106 
celic/ml, plazmidov pa 100 µg. Pri teh pogojih je bila transfekcija učinkovita le v 4,2%. 
Poleg pretočne citometrije smo za dokazovanje prisotnosti CAR razvili tudi funkcijski test, 
kjer smo transfecirane PBMC gojili skupaj z CD19+ celicami. Supernatante smo testirali 
za prisotnost IL-2 s pomočjo ELISA testa. IL-2 je bil izražen pri vseh testiranih vzorcih in 
statistično različen v primerjavi z negativno kontrolo. 
Za doseganje višjih transfekcijskih učinkovitosti bi bilo potrebno metodo dodatno 
optimizirati. Uporaba drugačnih elektroporacijskih pufrov ali drugačne oblike genskega 
zapisa, kot je naprimer mRNA bi lahko učinkovitost povečala. Morda bi bila smiselna tudi 
uporaba drugačnih tehnik elektroporacije, kot je naprimer mikroporacija ali nukleofekcija.   
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